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@ Retrovirus du typo HTV-2 susceptible de provoquer \o side, et see constttuante entigenJqu** et ouctelques. 



^invention conceme una nouvefle variete da retrovirus, 
nommes HIV-2. dont das echantftlons ont ete deposes a 
l*ECACC sous las numeros 87.01.1001 et 87.01 .1OT^et a la 
NCIB sous las numeros 12398 at 12.399. EHe conceme aussi 
las antigenes susceptlbtes d'etre obtenus a parte' da ca vtrus. 
en partlculiar das protainas pi 2, p16, p26 et gpVO. Ces 
drfferents antiganas sorrt applicable* au <fegnostic\de 
matadie. notammant par mlse en contact avac un sen 
maJade chaz lequel le diagnostic dolt fitre effectue. 1 
concarne des compositions immunogenes contenant 



partlcuUerement la gJycoproteine sp140. Etfe conceme enfin 
des sequences nucJeotteflques, utfflsabtes notammant en tent 
qua sondes d> hybridation, dertvaes de TARN de HIV-2. 
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Description 

Retrovirus du type HIV-2 susceptible de provoquer to S1DA. et ses constituents antig eniques et nucleiques. 

L'inventlon est relative a una nouveile classe de virus, ayant la capaclte de provoquer des 
rymphadenopathies susceptibies d'etre retayees ensuite par le syndrome d'lmmuno-deficence acqules (SIDA) 
5 chez rhomme. L'inventlon concerns egalement des antigen as susceptibies d'etre reconnus par des anticorps 
Indults chez I'homme par cette nouveile classe de virus. Elle conceme egalement les anticorps indurts par des 
antigenes obtenus a partlr de ces virus. 

Cette Invention conceme. en outre, des sequences d' AND done soit presentant une analogle de sequence, 
sort une complementartte avec TARN genomique du virus precite. Hie conceme aussi des precedes de 
10 preparation de ces sequences d'ADN clone. 

^invention est egalement relative a des polypeptides contenant des sequences d amino-acldes codees par 
les sequences d'ADN clone. 

De plus, l'inventlon conceme des applications de ces antigenes au diagnostic in vitro chez I homme de 
potentiates de certalnes formes du SIDA et en ce qui conceme certains d'entre eux, a la production de 
15 compositions Immunogenes et de compositions vaccinantes contra ce retrovirus. De meme 1'invention 
conceme les applications aux memes fins des susdits anticorps et, pour certains d'entre eux, leur application 
a la production de princlpes actifs de medicaments centre ces SIDAS hu mains. 

^invention conceme enfin I'appOcatlon des se quences d'ADN clone et de polypeptides obtenus a partir de 
ces sequences comme sondes dans des kits de diagnostic. 
20 LMsolement et la caracterisation d'un premier retrovirus, denomme LAV. dont avait ete recormue la 
responsabilite dans le developpement du SIDA, a fart I'objet d'une description dans un article de F. 
BARRESINOUSSI et at des 1983 (Science, vol. 220, no 45-99, 20, p. 868-871. ^application au diagnostic de la 
presence d'anticorps contre le virus de certains extracts de ce dernier, et plus pariculierement de certalnes de 
ses proteines, a ete plus specialement decrite dans la demands de brevet europeen no 138.667. Depuis. 
25 d , autres souches slmllalres et des variants du LAV ont ete Isoles. On rappeilera pour memoire ceux connus 
sous les designations HTLV-III et ARV. 

En application des nouvelles regies de nomenclature pubises dans Nature, en mai 1986, les retrovirus 
susceptibies d'induire chez rhomme les susdltes lymphadenopaties et le SIDA, seront designes globalement 
par "HIV, abreviation de Texpression anglaise 'Human immunodeficiency Virus" (ou virus dlmmunodefi- 
30 cience humaine). Le sous-ensemble des retrovirus formes par LAV et de ces variants a Initialemertt ete 
designe par les expressions "LAV type I" ou "LAV-l". Le meme sous-ensemble sera designe ci-apres par la 
designation HfV-1. etant entendu que Pexpresslon LAV sera encore conservee pour designer celle parml les 
souches de retrovirus (notamment LAAV, IDAV-1 et IDAV-2) appartenant a la classe des virus HIV-1 decnte 
dans la susdite demande de brevet europeen 138.667. qui a 6t6 utilisee dans les essals comparatlfs decrtts 
35 plus loin, a savolr LAVbru. qui a ete deposee a la Collection des Cultures Nationales de Microorganismes 
(CNCM) de rinstltut Pasteur de Paris, France, le 15 Juillet 1983, sous le no 1-232. 

Le nouveau retrovirus falsant I'objet du present brevet et les souches de virus qui en sont proches et qui. 
comme lui sont susceptibies de se multiplier dans des lymphocytes humalns, anterieurement appelees 'LAV 
type 11" ou "LAV II" sont desormals appelees - HIV-2\ etant entendu que les designations de certains isolats de 
40 HIV-2 decrits plus loin seront suivies des trols lettres falsant reference aux malades a partir desquels Us ont 

ete isoles. . 

On peut definir I'ensemble "HIV-2" comme un ensemble de virus ayant In vitro un tropisme pour aes 
lymphocytes T4 humalns, et qui ont un etfet cytopathogene a regard de ces lymphocytes, lorsqulls sy 
multiplied, pour alors causer sort des poly-edenopathies generallsees et perslstantes, soit un SIDA. Les 
45 retrovirus HIV-2 se sont reveles distincts des virus de type HIV-1 dans les conditions 6voquees plus loin. 
Comme ces demiers. lis sont distincts des autres retrovirus humalns deja connus (HTLV-l et HTLV-ll). 

Bien qu'fl y alt une assez grande variability genetique du virus, les differentes souches HIV-1 Isolees a ce 
jour, a partir des malades amerlcalns. europeens, hat tiens et africalns ont en commun des sites antigeniques 
conserves sur leurs prlncipales proteines : protelne du noyau (core) p25 et grycoprot6ine d'enveloppe gp1 10 
et proteine transmembranalre gp41-43. Cette parente permet par exemple a la souche prototype LAV d'etre 
utHlsee comme souche d'antigenes pour la detection d^ticorps contre tous les virus de la classe HIV-1, chez 
toutes les personnes qui les portent quelle que sort leur orlglne. Cette souche est done utilisee actuellement 
pour la detection d'anticorps anti-HlV-1 chez les donneurs de sang et les maledes par les techniques 
dlmmunofluorescence, notamment par les techniques dites EUSA. "Western Blot" (ou immuno-empreintes) 
55 et "RIPA" abreviation anglaise de "Radio Immunopreclprtatlon Assay" (test de radio-immunoprecipitation). 
Cependant dans une etude serologique effectuee avec un lysat de HIV-1 sur des malades originalres de 
T Afrique de TOuest, n a ete observe que certains tfentre eux donnaient des reactions sero-negatives ou tres 
falWement positives, alors qu'fls presentment les slgnes clinlques et immunologiques du SIDA. 

C'est a partir des lymphocytes mis en culture de I'un de ces malades. que Ton a Isole un premier retrovirus 
60 HIV-2, dont la structure en microscopic electronique et le proffl des proteines en gel d'electrophorese SDS ont 
une similitude avec ceux de HIV-1. Mais ce nouveau retrovirus HIV-2 ne presente globalement qu'une faible 
parente avec HIV-1. tant du point de vue de Thomologie antigenique de ses proteines que de I'homologie de 
son materiel genetique. 
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Co nouveau retrovirus ou des retrovirus ayant des proprietes antigeniques et Immunologlques equivalences, 
peuvent done constituer des sources d'antigenes pour te diagnostic de I 'Infection par ce virus et des variants 
qui induisent un SI DA, du type de cefui que Ton avait observe pour les premieres fois chez des malades 
africairts ou des personnes ayant sejourne en Afrique. 

Le premier isoiement de ce virus a ate reafls* a partir du sang, preieve sous heparin©, d'un maJade de 28 5 
ans, heterosexual, qui n'avait jamais et6 transfuse et qui n'etait pas toxicomane. W presentaJt depuis 1983 una 
importante diarrh&e chronique. un amaigrissement important (17 kg) avac de ia uevre par intermittence. Plus 
recemment il avait present© des infections a Candida et Serratla. dont une candldose oesopnagienne, typique 
du SIDA. 

Ce patient presentaJt 6gaJement une anemie. une anergie cutanee, une lymphopenie. un rapport 10 
lymphocytes T4/ lymphocytes T8 de 6,15 avec un taux en lymphocytes T4 inferieur a 100 par mm 3 de serum. 
Ses lymphocytes en culture no repondaient pas a la stimulation par ia phytohemogtutinine et la concanavafine 
A. On a egaJement diagnostique chez ce malade des bactertemies recurrentes dues a S. enterlcfttis. des 
cryptosporidioses, des infections dues a jsospora belli et des toxoplasmoses c©r6brales. 

L'ensemble de ces slgnes temoignait des symptomes "complexes lies au SIDA* ou "ARC" (abreviation is 
anglaise de "AIDS Related Complex"), du type de ceux causes par le virus HIV-1 . Ces dffferentes observations 
etaient egaJement conformes aux criteres apJiques par le Centre de Contrdle des Maladies (Center of Disease 
Control ou CDC) d'Atlanta, Etats-Unls. 

La mise en culture des lymphocytes de ces malades et I'lsolement du retrovirus ont ete effectues salon la 
technique deja decrtte pour risolement du HIV-1 (1 ) dans Particle de BARRE-SINQUSS* et Coll. et la demande 20 
de brevet europeen no 84 401834/0 138 667. On les rappelte brievement d-apres. Des lymphocytes stimulus 
pendant 3 jours par de la phytohemagglutinine (PHA) ont 6te curves en mHieu de culture RPM 1-16-40 
addrtionn6 de 10 *fo de serum de veau foetaJ et de 10- 6 M p-mercaptoethanol, d'intsrteuklne-2 et de serum 
anti-lnterferon a humain. 

La production de virus a ete suivie par son act'rvit6 transcriptase Inverse. Dans le sumageant de culture, le 25 
pic dactMte virale est apparu entre le 14eme et le 22eme jour, puis a dfrninue. Le dectin et la mort de la culture 
cellulaire ont suivi. Comma avec le HIV-1, des coupes de lymphocytes infectes par HIV-2 revefent en 
microscople electronique des virions parvenus a maturity et des particuies viraJes bourgeonnant a la surface 
des cellules Intectfies. Les Hgrtees celiulaires utUisees pour realiser tes cultures de ces virus tsoies peuvent 
etre seion les cas, les lignees celiulaires du type HUT, OEM, MOLT ou de touts Iignee lymphocytaire . 30 
immortaiisee portant des recepteurs T4. 

Le virus a ensuite ete propage sur des cultures de lymphocytes de donneurs de aang, puis sur des lignees 
continues d'origine leucemique, teiles que HUT 78. II a ete caracterise comma etant senslblement distinct du 
HIV-I par ses antlgenes et son acide nucleique. Le virus a et4 purifie comme d6crtt dans les documents 
anterieurs d6ja mentlonnes. Un premier isotat de ce virus a ete depose & la C.N.C.M. le 19 decembre 1985, 35 
sous le no I -502. II a ete designs posterieurement sous le nom LAV-ll MIR. Un second isolat a et6 depose a la 
C.N.C.M le 21 fevrler 1986 sous le no 1-532. Ce second Isolat a pour nom de reference LAV-ll ROD. I sera 
quelquefois fait simplement reference plus loin, a MIR ou a. ROD. 

D'une facon generate ('invention concerne tout variant des virus precedents ou tout virus equivalent (par 
exemple tel que HIV-2 IRMO et HIV-2 EHO deposes a la CNCM le 1 9 Decembre 1986 sous les numeros I -642 et 40 
I -643 respecuVement) contenant des proteines de structure qui preserttent les memes proprietes 
immunologlques que ceiles des virus HIV-2 deposes a la CNCM sous les numeros I -502, ou I -532. II sera 
encore revenu plus loin sur les definitions criteres d'equtvaJence. 

L'invention concerne encore un precede de production du virus HIV-2 ou de variants de celui-ci dans tes 
lignees celiulaires permanentes dertvees de lymphocytes T4, ou portant le phenotype T4, ce precede 45 
consistant a cultiver ces lignees prealablement infectees avec le virus HtV-2, et notamment lorsque le niveau 
d'activtte de la transcriptase Inverse (ou reverse-transcriptase) a attaint un seufl determine, a recup6rer les 
quantites de virus liberees dans le milieu de culture. 

Une Iignee permanent e p referee en vue de la culture de HIV-2 est, par exemple, du type ceHuies HUT 78. Une 
Iignee de HUT 78. infectee par HIV-2. a ete deposee le 6 fevrier 1986 a la CNCM sous le no 1-519. La culture est, so 
par exemple. realisee comme suit : 

Les cellules HUT 78 (10*/ml) sont mises en cocuitures avec des lymphocytes humaJns norma ux infectes 
(106/ml). Le milieu de culture est du RPM1 1640 avec 10% de serum de veau foetal. Au bout de 15 a 21 jours, 
on observe un effet cytopathogene des cellules HUT 78. On dose la reverse transcriptase une semaJne apres 
cette observation, dans le sumageant de culture. On pent a) ore commencer a recuparer le virus a partir de ce 55 
sumageant 

Une autre Iignee preferee pour la culture appartient aux lignees des cellules connues sous la designation 
OEM. 

L'infection, puis la culture des cellules CEM- Infectees peuvent notamment etre reaJiaaes comme suit 
On precede a la coculture de lymphocytes T4 prealablement infectes avec te virus HJV-fl et de cellules nan go 
Infectees de la Iignee CEM pendant le temps necessajre a l'infection des CEM. On poursuft d'aJUeurs ensutte 
les conditions de culture dans un milieu approprie, par exemple ceM deceit ci-apres et, lorsque r activity 
transcriptase inverse des cellules infectees a atteint un niveau suffisant, on recupere le virus produit a partir du 
milieu de culture. 

On a notamment realise une co-culture dans Les conditions precsseas ti-ap*ea da lymphocytes T4 ruimains 65 
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qui avaient ete Infectes cinq jours auparavant avec une souche da virus HIV-11 provenant d'un patient designs 

ci-apres •ROD", d'une part, et de CEM, d'autre part. % 

Las lymphocytes T4 infectes. prealablement actives par la phytohemaglutlnlne. se sont reveles posseder 
une activfte de transcriptase inverse de 5 000 cpm/10 6 lymphocytes T normaux trois jours apres le debut de 
5 r infection. La culture a ete poursurvie Jusqu'a ce que J'activlte transcriptase Inverse mesuree ait atteint 100 000 
cpm dans le surnageant. Ces lymphocytes T4 ont alors ete mis en contact avec les cellules CEM (3. 10 6 
lymphocytes T normaux infectes) et incubees dans le milieu de culture sulvant ; RPMI 1640 contenant 2,92 
mg/ml de L glutamine, 10 <¥o de serum de veaux foetal decomplemente, 2ug/ml de polybrene, 0,05 <¥d de 
serum ejitMnterferonalpha, 10t) 000 ug/ml de penicilline, 10 jig/ml de streptomyclne et 10 000 ug/ml de 
10 neomycins. 

Le milieu de culture est change deux fois par semaine. 

Les mesures d'activlte transcriptase inverse mesuree dans le surnageant ont ete les suivantes : 

- au Jour 0 : 1 000 {bruit de fond) 

- au jour 15 : 20 000 
15 - au Jour 21 : 200 000 

- au Jour 35 : 1 000 000 

Une culture CEM Infectee par le virus HIV-2 a ete depose© a la Collection Nationals de Culture de 
Mlcro-organismes de I'lnstitut Pasteur (C.N.C.M) sous le no 1-537 le 24 mars 1986. 

Quelques caracteristiques des antigenes et des addes nucieiques, entrant dans la constitution de HIV-2, 
20 resultent des essals realises dans les conditions indiquees ci-apres. Qles seront souvent mieux appr6ci6es 
par comparison avec des caracteristiques du meme type se rapportant a d'autre s types de retrovirus, 
notamment H1V-1 et SIV. 

II sera fait reference dans ce qui suit aux dessins dans lesquels : 

- les figures 1a, lb et 1c se rap portent a des essais d'Inimunopreclpitation croisee entre des serums 
25 respectivement de patients Infectes par HIV-1 et HIV-2. et de macaques rhesus infectes avec STLV-llI. 

d'une part, et des ext raits viraux de HIV-1 , d'autre part ; 

- les figures 2a et 2b presentent des resultats comparatlfs quant aux mobDites electrophoretiques des 
proteines de HIV-1. et HIV-2 et STUV-III respectivement, dans des gels de poryacryiamide-SDS ; 

- la figure 3 presente des resultats d'hybridation croisee entre des sequences genomlques de HIV-1. 
30 HIV-2 et STLV-fll, d'une part, et des sondes contenant dlfferentes s6quences subgenomiques du virus 

HIV-1 , d'autre part. 

- la figure 4 est une carte de restriction de I'ADNc derive de TARN de HIV-2 ROD ; 

- la figure 5 est une carte de restriction d'un fragment E2 de I'ADNc derive de HIV-2, ce fragment * 
contenant une region correspondant a la region LTR 3' de HIV-2 ; 

355 - la figure 6 est la sequence nucleotidfque d'une partie de E2, cette sequence correspondant a la region • 

U3/R de HIV-2 ; , 

- la figure 7 fait apparaltre : 

- cTune part et schematiquement, des elements de structure de HIV-1 (figure 5A) et allgnee avec une fc 
region contenant le LTR 3' de HIV-1 , la sequence derivee de la region E2de PADNc de HIV-2 et, 
40 - d'autre part, les mises en alignement au prix d'un certain nombre de deletions et d'insertions, des 

nucleotides communs, contenus respectivement dans la sequence deriv6e de la region E2 de HIV-2, et 
dans la sequence correspondante de HIV-1 (fig. 5 B) 

- la figure 8 montre schematiquement les structures de plusieurs clones d'un phage X modifle par 
divers Inserats Issus de I'ADNc derive d'HIV-2 (clones ROD4. ROD27 et ROD35) ; on y a egaJement 

45 represente schematiquement des sequences dertvees a leur tour de ROD4, ROD27 et ROD35, 

sous-ctonees dans un plasmlde pvc 18, ces demleres sequences etant placees en correspondance avec 
les regions de ROD4, ROD27 et ROD35 dont eDes sont respectivement issues. 

- la figure 9 fait apparaltre les intensftes relatives d 'hybridation entre 

a/ onze fragments preleves a partir de dlfferentes regions du genome complet de HIV-1 
50 (schematiquement representes dans la partie inf6rieure de la figure d'une part, et I'ADNc de HIV-2. 

contenu dans ROD4. d'autre part, et 
b/ des fragments Issus de H1V-H avec le meme ADNc. 
D'une facon g6nerale, les antigenes de HIV-2 utilises dans les tests comparatlfs dont la description suit sont 
issus de la souche de HIV-2 MIR deposee a la C.N.C.M. sous le no I-502, et les sequences d'ADN derives de 
55 I'ADN genomique de HIV-2 sont Issus de la souche HIV-2 ROD deposee a la C.N.C.M. sous le n© t-532. 

1- ANTIGENES, NOTAMMENT PROTEINES ET GLYCO PROTEINES 

Le virus Inltialement cultlvfe dans HUT 78 a ete marque rnetabofiquement par la S5 S- cysteine et la 
3S S-methionine, les cellules Infect6es 6tant incubees en presence de ces addes amines radioactlfs en milieu 

60 de culture depourvu de I'acide amine non marque correspondant, pour une periods de 14 a 16 heures, en 
particuner selon la technique decrite dans I'artJcte repertorie en (21) dans la bibliographic presentee a la fin de 
la description, pour ce qui est du marquage a la 36 S- cysteine. Le surnageant est ensulte clarifi^. puis is virus 
ultracentrifuge una heure a 100 000 g sur un coussln de 20 <Wq de saccharose. Les principaux antigenes du 
virus sont separes par eloctrophorese dans un gel de polyacrylamtde (12^<Wo). dans des conditions 1 

65 denaturantes (SDS) ou dans un gel de polyacrylamlde (10 Wo) + bisacryiamide (0,13 <Vb ) avec SDS (0.1 Qta en 

s 
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concentration finale). On utilise comma poids moleculaire de reference les marqueurs colores suhrants 

BRL : s 
myosine t 200 JCd 

phosphorylase B i S? t 4 Kd 

BSA : €8 . Kd 10 

ovalbumine ■: 43 Ed 

a chy»ofcrypsine i 25,7 Kd 

0 lactoglofemline t 18,4 Kd is 

lysozyme : 1*» 3 Kd 

20 

D'autres marqueurs de poids moleculaires oht ete utilises dans d'autres essais. 11 est en parttoulter fait 
reference aux figures 1a, lb et 1c qui renvolent a d'autres marqueurs de potds moleculaires connus (sous la 
lettre M. dans ces figures). Les antigenes sont encore mteux dlstiftgues apres imrnunopreclpftation (ftlf>A) ou 
par Immunoempreintes (Western blot) en utilisant tes arrocorps presents dene to serum du malade : teurs & 
poids moleculaires apparents determines par tours migraftiorm apparemes sont tree proches de ceux des 
antigenes du HIV-1. , „ . _ 

D'une facon generate II est precise que dans ce qui suit les nombres qui sulvaJerrt les Indications p et/ou 
■gp' correspondent aux poids moleculaires approximate dee proteines et/ou glycoproteine* correspon- 
dantes divises par 1000. Par exemple la p36 a un poids motecuterfre de IHardre de 36 000. \\ est cependant «? 
entendu que ces valeurs de poids moleculaires peuvent verier dans un intervafle pouvant atteindre 5*Vb , voire 
10<Vb ou meme plus, selon les techniques utUisees pour tes determinations de ces poids moleculaires. 

La r6petition des essais a permls de mieux comer tes pOids moleculaires apparents des antigenes de HlV-2. 
Alnsi on a constate que les poids moleculaires des trols proteines du noyau (core), auxqueHes on avalt 
infflalement attribue des poids moleculaires de rordre de 13.000, 1 8.000 et 25.000 respecttvement, avaient en 
fait des poids mol6cuiaires apparents plus proches des valours survantes : 12.000, 16.000 et 26.000, 
respectlvement Ces proteines sont ci-apres respectivement designees par tea abrevtations p12. p16 «t p26. 

De meme I'existence de bandes proteine Ou glycoproteine dorrt les poids moleculaires apparents ont ete 
apprecies a des valeurs qui pouvalent s'etager de 32.000 a 42.0tXM6.000. La repetition des mesures a 
finalement permls de predser une bands correspondent a un poids moteeulaire apparent de 36.000. Dans ce 
qui suit, cette bands est designee par Tabreviation p36. Une autre bande a 42.000-45.000 (p42) est 
constamment observee aussi. L'une ou Tautre desp36 ou p42 constttue vralsemblablefhertt une tfycoproteine 
transmembranalre du virus. 

Une glycoproteine majeure d'enveloppe ay ant un poids -moJeculaire de rordre de 130-140 Kd est 
constamment observee : cette glycoproteine est ci-apres designee par rexpresslon gp140. fl convtertt de 45 
noter que. d'une facon generate, les poids moleculaires sont apprecies avec une precision de plus ou molns 
5 0/0 cette precision pouvant meme devenir un peu momdre pour les antigenes de haut poids moleculaire, 
comme on Pa constats pour la gp140 (poids mdecuferire de 140 Kd ± 10 <W>). Uensemble de ces antigenes 
sont peu ou pas reconnus (lorsqu'fls sont marques par la sas-cystelne) par des serums de tnft^des corrtenant 
des anticorps ant»-HIV-1 dans les systemes de detection utilises au Utoratota ou par utffls atton des tests 
mettant en oeuvre des lysats de HIV-1, tels que ceux commercialises par DIAGNOSTICS PASTEUR sous la 
marque "ELAVIA". Suele la proteine p26 a ete falblement irnrnurtopreclprtee par de tels serums. La proteine 
d'enveloppe ne I'a pas 6t6. Le serum du malade Infects par le nouveau virus (HTV-2) Tieconnaft fatotefnent <me 
proline p34 du HIV-1. Dans le systems de d6tectlon utilise, les autre* jardtttnes du mM n'ont pas ete 

reconnues. . ^ , , . 

En revanche le HIV-2 posse de certaines proteines presentant une certame parent© immunotoglque avec 
des proteines ou glycoprotelnes structurales semtrtables, separabtes dans des oondfflons analogues, apaftir 
d'un retrovirus recemment isole a parttr de singes macaques rhesus oaptlfe. de l^aspece des macaques 
rhesus, aiors que cette parente Immunol ogique tend & s*effacer pour a^autrespiul*!! tea ou tfyooprotttoes. Ce 
demler retrovirus, qui est presume etre regent ettologique de SfDAs ehez les singes, a ete designs 
chercheurs qui I'ont isole (references blbllographiques (T6-1S) c*-*prea) Sous i'appenatten ^TLV-«W.Pour 
la commodate du tangage. n ne sera plus designs dans ce qui suft q»e par1%*^eefcffi *STLV^ (ou feasors 
par rexpresslon SIV. atrevtatton anglaise de "Slrhian lmrruirtc4Kffloiency Virus* {virus dlrmmjnodeflcJence du 
singe)). 

Un autre retrovirus, design* •STlAMflAttn". tou SlV^tw) a ete taote dhai des singes verts sai/vages. Mais, 
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contrairement au virus present chez le singe macaque rhesus, la presence de 'SH-V-Wagm" ne sembie pas 
induire une maladiB du type SIDA chez le singe vert d'Afnque. 

Toutefols, la parente immunoioglquo des proteines et des gtycoproteines structural es, et par consequent la 
parente de tours sequences nucleiques, de HIV-ll d'une partet des retrovirus STLV-lllmac et STLV-IIIagm 
5 d 'autre part, reste limitee. Des experiences ont permis d'etablir une premiere distinction entre les retrovirus 
capabies d'infecter I'homme ou le singe, ii en ressort cecl : 

- le virus HtV-11 ne se muJtipOe pas de facon chronique dans les lymphocytes du singe macaque rhesus, 
lorsqu'i! a ete Injecte in vivo et dans des conditions operatotres permettant le develop pern ent du virus 
STLV-ilW telles qu'elles ont ete decrttes par M.L Letvin et ai. Science (1985)vol 230, 71-75. 
10 .-Cette apparente inaptitude de HIV-2 a se developper chez le singe dans conditions naturelles, permet de 
differencier bioiogiquement le virus HIV-U d'une part, et les isolats du virus STLV-III, d'autre part. 

En mettant en oeuvre les m§mes techniques que cefles rappelees plus haut, II a ete constate que Ton 
pouvait egalement obtenir a partir de STLV-III : 

- une proteine principaie du noyau p27, ayant un poids moleculaire de I'ordre de 27 kilodaltons, 
15 - une glycoproteine majeure d'enveloppe, gp140. 

- une proteine vraisemblablement transmembranaire p32. qui n'est pas observee en RIPA lorsque le virus a au 
prealable ete marque par la 3S S-cysteine, mais qui peut Stre observee dans les essais d'immunoemprelntes 
(Western blots), sous forme de bandes larges. 

La glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-2 s'est revelee etre plus proche immunologiquement de la 
20 glycoproteine majeure d'enveloppe de STLV-III que de la glycoproteine majeure d'enveloppe de HIV-1. 

Ces cosntatations s'imposent non seulement au niveau des poids motecuJaires : 130-140 kilodaltons pour 
les glycoproteines majeures de HIV-2 et de STLV-III. contre environ 110 pour la glycoproteine majeure 
d'enveloppe de HIV-1, mais aussl au niveau des proprietes Immunologiques, puisque des serums preteves a 
partir de malades Infectes par HIV-2, et plus particuiierement des antlcorps formes contre la gp140 de HIV-2 
25 reconnaissent la gp140 de STLV-III, alors que dans des essais semblabies les m§mes serums et les memes 
antlcorps de HIV-2 ne reconnaissent pas la gp1 1 0 de HIV-1 . Mais les serums anti-HIV-1 qui n'ont jamais reagl 
avec la gp140 de HIV-2 precipKent une proteine de 26 Kdal marquee par la 3 *S-cysteine, contenue dans les 
extraits de HIV-ll. 

La proteine majeure du noyau (core) de HIV-2 sembie presenter un poids moleculaire moyen (environ 
30 26.000) Intermedial entre celui de la p25 de HIV-1 et la p27 de STLV-III. 

Ces observations resultent des essais realises avec des extraits viraux obtenus a partir du HIV-2 isole a 
partir de Tun des patients susmentionnes. Des resultats simllalres ont ete obtenus avec des extraits viraux du 
HIV-2 Isole a partir du second patient 
Des cellules infectees respectlvement avec HIV-1, HIV-2 et STLV-III ont ete incubees dans un milieu 
35 contenant 200 uCi/ml de 36 S-cysteine dans un milieu exempt de cysteine non marquee pendant 16 heures. 
Les sumageants clarifies ont ete centrifuges a 60.000 g pendant 90 minutes. Les culots ont ete lyses dans un 
tampon RIPA(1), Immunoprecipttes avec dlfferents serums, puis soumis a une electrophorese sur gel de 
potyacrylamide charge en dodecytsulfate de sodium (SDS-PAGE). 
Les resultats observes sorrt aiustres par les figures 1a, 1b et 1c. 
40 Dans la figure 1a, sont presentes les resultats d'immunoprecipitation observes entre un extraft viral de HIV-1 
obtenu a partir d'une iignee cellulalre CEM C1.13 et les serums respectifs suivants : 

- serum posftif anti-HIV-1 (bande 1), 

- serum obtenu du premier patient mentionne plus haut (bande 2), 

- serum d'un porteur africaln sain d'anticorps anti-HIV-1 (bande 3), 

45 - serum obtenu a partir d*un macaque infecte avec STLV-III (bande 4) et 

- serum du deuxieme patient susmentionne (bande 5). 

Dans la figure 1b, sont rapportes les resultats d'immunoprecipitatlon observes entre les antigenes de HIV-2 
obtenus a partir du premier patient, apres culture prealable sur des cellules HUT-78, et differents serums, plus 
particuiierement le serum du premier patient sus-mentionne (bande 1), le serum positff anti-HIV-1 (bande 2), le 
50 serum du macaque Infecte par STLV-III (bande 3), le serum du second patient susdit (bande 4). 

Enfin, la figure 1c lllustre les resultats d'immunoprecipitatlon observes entre les antigenes d'un isoiat de 
STLV-III otenu a partir d'un macaque presentant un SIDA de singe. Les serums utilises et auxquelies se 
referent les bandes 1 a 5 sont les memes que ceux rappel6s plus haut en rapport avec la figure 1a. 
M se refere aux marqueurs myosine (200 Kd) galactosidase (130 Kd), s6rum albumune bovine (69 Kd), 
55. phosphorylase B (93 Kd). ovalbuminB (46 Kd) et carbonate anhydrase (30 Kd). 

Les figures 2a et 2b presentent les resultats comparatifs quant aux mobilites electrophoretiques des 
proteines de HIV-1, HIV-2 et STLV-III. 

La figure 2a se rapporte aux essais realises avec des extraJts de virus marques par la ^S-cysteine. apres 
immunoprecipitation sur SDS-PAGE. Les diffe rentes bandes se rapporte nt aux extraits de virus suivants : 
60 virus obtenu a partir du patient 1 et immunopreciplte par le serum proven ant du mame patient (bande 1), 
extrait du meme virus immunopreciplte avec un serum temoin n6gatif provenant d'une personne ne portant 
pas d'anticorps anti-HIV-1 ou antl-HJV-2 (bande 2), extrait de virus STLV-III immunopreciprte par un serum 
provenant d'un macaque infecte par STLV-III (bande 3), Immunoprecipltations observees entre des extraits du 
meme virus et d'un serum temoin negatif (bande 4). extrait de HIV-1 Immunoprecipite par un serum d'un 
65 patient europeen Infecte par le SIDA. 
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La figure 1b presents les resultats obtenus dans des essais de Westom-blot (immunoemprelnte). Des 
„ lysats celluiaJres provBnant de cellules HUT) 78 non Infectees ou infectees ont ete soumis a une 

electrophorese sur SDS-PAGE, puis transferee electrophoretlquement sur un ffflre de nitrocellulose, avant 
d'etre mis a reagir avec le serum du premier patient susmentlonn6 (serum dllue au 1/100e). Le flttre de 
nitrocellulose a ensuite et6 lave at la detection des an ti corps fixes revelee avec des IgQ antJ-hurnaines de 5 
chevre marqu6es par 125 1. 

Les taches observees dans des ban des 1, 2 et 3 se rapport ent respecth/ement aux essais d'agglutlnatlon 
entre le susdft serum et des extraits de cellules HUT-78 non infectees (bands 1), des extraits de cellules 
HUT-78 infectees avec un virus HIV-2 (bands 2) et des extraits de cellules HUT-78 Infectees par STLV-lll 
(bande 3). Las nombres qui apparaissent dans les marges de chacune des bandos correspondent aux polds 10 
moleculaires approximatifs des protein es viralss les plus representatives (poids mol6culaires en kilodaJtons). 

ll- ACIDES NUCLEIQUES 

1) les ARNs du retrovirus HIV-2 15 

L'ARN du virus, depose sur flltre d'apres la technique du "spot blot" n'a pas hybrids, dans des conditions 
stringentes avec I'ADN du HIV-1. 

Par "conditions stringentes" on entend : les conditions dans lesquetles la reaction d'hybridatlon entre I'ARN 
du HIV-2 et la sonde cholsis marquee radioacttvement au p 32 (ou marquee de facon differente), puis les 
lavages ds la sonde sont faits. L'ybridation, sur membrane, est falte a 42° C en presence d'une solution 20 
aqueuse a 5CWb (volume/volume) ds 0,1<Vo SDS/5x55c, notamment formamlds pendant 18 hsures. La 
membrane sur laquelle a ete faite la reaction d'hybridatlon est laves ensuite a 65° C dans un tampon contenant 
0.1 Vo de SDS et 0,1 X SSC. 

Par "conditions non stringentes", on entend les conditions dans lesquelles la reaction d'hybridatlon et les 
lavages sont fafts. L'hybridatlon est realises en mettant en contact avec la sonde cholsie marquee au p 32 (ou 25 
marquee autrement), a savolr a 42° C dans un tampon 5 x SSc, 0,1Qfo SDS contenant 30«W> de formamlde 
pendant 18 heures. Le lavage de la membrane est realise a 50° C avec un tampon contenant 0,1 <W> de SDS et 2 
X SSC. 

On a egaiement realise des essais d'hybridatlon avec une sonde d'hybridatlon constitute par un plasmlde 
recombinant pBT1 obtenu par ciortage de I'ADN du HIV-1 provenant de JU19 (Cell 1985, vol. 40, p.9) dans le 30 
vecteur pUC18. En conditions non stringentes, on n'a observe qu'une tres faible gybridatlon entre I'ARN de 
HIV-2 et I'ADN clone derive de HIV-1. 
» D'autres sondes contenant des sequences donees de HIV-1 ont ete utiilsees : 

a) Des sondes simple brin de I'ADN du HIV-1 subgenomlque elaborees a partlr de sous-clones du genome 

• du HIV-1 et inserees dans le phage M13. Les regions donees conoemaient le gene protease ou le gene 35 
"endonuclease". 

Seuie une sonde de la region endonuclease de HIV-1 (sequence de nucleotides comprise entre les bases no 
3760 et 4130) a donne une hybridation faible en conditions non stringentes avec le HIV-2. La sonde "protease" 
(sequence de nucleotides de HIV-1 comprise entre les bases no 1680 et 1804) n'a pas hybride, meme en 
codnittons non stringentes avec le HIV-2. 40 

b) Une sonde pRS3 constitute par la sequence codant pour la region "enveloppe" du HIV-1 (sous-clonage 
dans pUC18) n'a pas donne d'hybridatlon en conditions non stringentes avec HIV-2. 

La technique du "spot Wot" est appelee aussl "dot blof (transfert par taches>. 

Des resultats d'hybridatlon supplementaires entre des ARNs genomiques de HIV-1 , HIV-2 et STLV-lll, d'une 
part, et des sondes contenant dlffeerentes sequences sub-g6nomlques du virus HIV-1, d'autre part, 45 
apparaissent dans la figure 3. 

Les sumageants des differents milieux de culture (a ralson de 0,5 a 1 ml pour chaque tache) ont et6 
centrifuges pendant 5 minutes a 45.000 tours, par minute ; les culots ont ete remis en suspension dans un 
tampon NTE contenant 0,1 <Vb de SDS et deposes sur flltre de nitrocellulose. Celul-ci a et6 pretrempre dans un 
milieu 2 x SSC (NaCI 0,3 M, citrate de sodium 0.03 M). Apres cuisson (pendant 2 heures a 80° C), les ftttres ont 50 
et6 hybrides avec diverses sondes contenant des sous-fragments genomiques de HIV-1, dans des conditions 
non stringentes (30 <Vo de formamide, 5 x SSC. 40°C), laves avec une solution 2 x SSC et contenant 0,1 % de 
SDS, a 50° C, puis autoradiographies pendant 48 heures a -70° C avec des ecrans d'amplffication. 

Les sondes 1-4 sont des sondes a brin unique obtenues par la methode de "coupe principals" (prime cut 
method) telle que decrite en (25). En bref des fragments mono-brlns issus du virus M13 et portent des Inserats 55 
de HIV-I subgenomlques (30) ont ete ligatures a des fragments d'digomeres (17 nucleotides) Issus de M13 
(BIOLABS). Le brin complfimentaire a ete ensuite synthetlse avec I'enzyme de Klenow dans un tampon TM 
(Tris 10 mM, pH 7JS, MgCb. 10 mM) en presence de dATP, dQTP, dTTP et dCTB marques par du 32 p en alpha 
(Amersham, 3000 Cl/mMol). L'ADN a ensuite ete cfigere par les enzymes de restriction appropries. d6nature 
par la chaleur et soumis a electrophorese sur un gel denaturant de poiyacrytamide (contenant 6<Vb 60 
d'acrylamide. de I'uree 8 M dans un tampon TDE). Le gel a ensuite 6t6 autoradlographle pendant 5 minutes. La 
sonde a ensuite ete decoupee et eluee dans un tampon ds NaCI 300 mM, SDS 0,1 <Vb. Des actMtes speclflques 
(AS) de ces sondes a brin unique ont ete estimees a 5.1 OMO 9 desint6grations par minute/ microgramms 
» (dpm/^g). 

Les sequences caracteristiques contenues dans les dlfferentes sondes 6taient les suivantes : 65 
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sonde 1 : nucleotides 990-1070, 

sonde 2 : nucleotides 980-1260, « 
sonde 3 : nucleotides 2170-2240, 
sonde 4 : nucleotides 3370-3640. 
5 Les numerotations des nucleotides qui precedent sont celles envisagees dans rartlcle reference en (30). 
Enfin la sonde 5 consiste en un piasmide pUC-18 portant (e fragment EcoR1-Sac1 du HIV clone dans XJ19 
(31), lequel a fait I'objet d*une translation de coupure (nick-translation) pour obtenir un AS d 'approximative- 
ment 10 s dpm/jig. 

Les dispositions relatives des fragments subgenomiques contenus dans les sondes vis-a-vis du genome 
W entier de HIV-1 sont schematisees a la figure 3. Las differentes taches correspondent respectivement : 

- tache A : virus obtenus a partir d'une culture de cellules CEM CI .13 Infectees par HIV-1 , 

- tache B : virus obtenus a partir de cellules HUT-78 Infectees par STLV-III, 

- taches C et D : isolats respectivement obtenus a partir des virus des deux patients afrlcains 
susmentionnes, 

tS - tache E : extrait celluiaire temoin negatif obtenu a partir de cellules HUT-78 non infectees, 

- tache F : virus obtenu a partir d'un patient du Zaire affecte par le SIDA et ayant ete cultive sur des 
lymphocytes T normaux en presence de TCGF. 

Toutes les taches ont ete obtenues avec une quantlt6 de virus correspondant a 25.000 dpm en activite 
transcriptase inverse, sauf pour les taches C : 15.000 dpm. 
20 Les observations faltes ont 6te les survantes : 

Les ARNs genomiques des deux isolats de HIV-2, obtenus a partir de particules vtraies purifiees. n'ont 
hybrids avec aucune des sondes dans les conditions stringentes sus-indiquees. bien que les particules virales 
aient ete Isolees et purifiees a partir de sumageants de cultures de cellules haute ment Infectees temolgnant 
d'une activite transcriptase inverse 6 levee. 
25 Dans les conditions non stringentes sus-indiquees, les observations suivantes ont ete faftes. 

Toutes les sondes ont hybride de facon intense avec les ARNs genomiques obtenus des preparations 
temotns de HIV-1 et d'un autre isolat obtenu a partir d'un patient du Zaire souffrant du SIDA. 

Deux des sondes obtenues (nucleotides 990-1070 et 990-1260, toutes deux issues de la r6glon gag de 
HIV-1) ont hybride legerement avec les taches des extraits des retrovirus HIV-2; rune seulement de ces deux 
30 sondes (nucleotides 990-1260) a aussl montre une legere hybridation avec la tache de STLV-HI (figure 3). En ce 
qui conceme la sonde contenant un fragment de la region po[ (nucleotides 2170-2240); on a observe une 
hybridation avec STLV-III et, mais de facon beaucoup plus faible, avec I'ARN de HIV-2. L'autre sonde de la 
region pol (nucleotides 3370-3640) n'a donn§ d'hybridation avec aucune des taches de HIV-2 et de STLV-III. - 
Enfin, la sonde modffiee par translation de coupure et contenant la totallte du gene env et LTR (nucleotides 
35 5290-9130) de HIV-1 n'a hybride nl avec les ARNs de STLV-III, ni avec ceux de HIV-2. ' 
On remarquera encore qu'une autre sonde, qui contenait I'extremite 5' du cadre de lecture de pol de HIV-1 
(correspondant a la region protease) n'a hybride ni avec les ARNs de HIV-2, nl avec les ARNs de STLV-III. 

11 resulte done encore de ce qui precede que le virus HIV-2 paratt plus eloigne, sur le plan structural, du virus 
HFV-1 qu'll ne Test de STLV-III. HIV-2 differe neanmoins de facon significative de STLV-III, ce qui vient a I'appui 
40 des resuttats differents observes quant aux capacites infectieuses des virus HIV-2 pratiquement nulles chez 
les singes, compares aux capacites infectieuses certalnes des STLV-III chez les memes especes de singes. 

Les cartes de restriction et les s6quences de I'ARN genomlque de HIV-2 ou des cADNs obtenus a partir de 
ces ARNs genomiques sont accessible a Thomme du metier, des lors que les souches de HIV-2 deposees a la 
C.N.C.M. peuvent, apres multiplication approprfee, mettre en ses mains le materiel genetique necessaire aux 
45 determinations de ces cartes de restriction et sequences nucleotidiques. Les conditions dans lesquelles la 
carte de restriction du genome de Pun des isolats de HIV-2 de cette invention ont ete etabiies et les conditions 
dans lesquelles certaines des parties de ADNc denvees de ces genomes ont ete sequencees sont decrites 
c'hapres. 

La carte de restriction du genome d'un retrovirus representatif des retrovirus Hlv-2 est representee dans la 
SO figure 4. La carte de restriction d'un fragment Important de cet ADNc apparaft a la figure 5. Enfin une partie de 
ce dernier fragment a ete sequence. 

Cette sequence et un certain nombre des sites de restriction qu'elJe contient apparaissent a la figure 6. 
L'ADNc entier clone -ou des fragments clones de cet ADNc-peuvent eux-memes etre utilises comme sondes 
d'hybrldatlon speciflques. 

55 

2) ADNc et fragments de cet ADNc, respectivement derives de I'ARN de HIV-2 
Les conditions dans lesquelles PADNc susdit a ete obtenu, sont decrites ci-apres. 
La premiere etape de fabrication de cet ADNc a compris la production d'un oQgo (dT) servant d' amorce ou 
d'un brin d'ADNc inftiateur, par la realisation d'une reaction endogene actives par un detergent, utilisant la 

60 transcriptase inverse de HIV-2, sur des virions purifies, obtenus a partir de sumageants de cellules CEM 
Infectees. La lignee cefluiaire CEM etait une lignee celluiaire lymphoblastoTde CD4+ decrtte par G.E. Foley et 
aL dans Cancer 18: 522-529 (1965), dont le contenu est consldere comme faisant partie de la presente 
description. Ces cellules CEM utilise es sont Infect6es avec un isolat ROD, qui s'est revele produire de facon 
continue des quantites Import antes de HIV-2. * 

£5 Apres la synthase du second brin (en presence de nucleotides et d'une ADN polymerase bacterienne), les 
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cAONs double-brins ont ete Inseres dans un vecteur de phage bacterien M13 TG130. Une banque de phages 
de 10 4 phages recombinants M13 a eta obtenue el soumise a un tri In situ avec une sonde HIV-1. Ceile-cl 
contient un fragment de 1.5kb issu de Taxtremlte 3' de I'ADNc derivee de I'ARN de I'isolat LAV (montre dans ta 
figure 7 A). Environ 50 plaques positives ont ete detectees, purffiees et caracterisees par une hybridation 
croisee des inserats et sequencage des extremites. 5 

Cette procedure a permls I'isolement de differents clones contenant des sequences approximatlvement 
complementalres de rextremlte 3* de I'ARN polyadenyle de la region de "repetition longue termlnaie" LTR 
(abreviation anglalse de 'long terminai repeat' de HIV-1, decrite par S. Wain Hobson et al . dans Cell 40: 9-17 
(1985)) dont le contenu est considers ici comme faisant partis de la description. 

Le plus important des Inserats du groups concern 6 de clones de M13 hybrldant avec la region LTR3* de w 
HIV-1. est un clone designs par E2. d'environ 2 kb. Comme la region LTR3' de HIV-1, le done E2 contient un 
signal AATAAA situs a environ 20 nucl6otldes en amont d'une partie terminate poly A, et une region LTR3* 
correspondant a celle de HlV-2. Apres sequencage partlel, cette region LTR3' de HJV-2s*est revelee presenter 
une parents eloignee avec le domalne homologue de HIV-1. 

La figure 5 est une carte de restriction du fragment de E2 (zone rectangulaire allongee) Incorpore dans le is 
ptasmtde pSPE2 qui le contient. II comprend uhe partie de la region R, la region U3 de HIV-2. Le dessin ne fait 
pas apparaTatre les limftes des regions R et U3. 

La sequence d'une partie de E2 apparaTt a la figure 6. Les positions de sites de restriction speclflques y sorrt 
indiquees. Le faible degre de parente entre les regions LTR3 7 de HTV-1 et HIV-2 est lllustre par la figure 7. En 
effet, a peu pres 50% seulement des nucleotides des deux LTR peuvent fitre mis en alignement (homologue 20 
de sequence d'environ 5Wb) au prix d'une centalne d'insertions ou de deletions. En comparaison, ITiomologle 
de sequence des regions correspondantes des isolats amerlcalns et africains differents variants de HIV-1 est 
superieure a 95%, sans Insertion ni deletion. 

Le clone E2 a ete utilise comme sonde specffique d'HJV-2, pour ridentlfication sur filtre d'hybridation des 
sequences Issues de HIV-2, contenues dans d'autres clones. 25 

Cette sonde detecte 6gaJement I'ARN genomique de HIV-2 dans des conditions stringentes. Eile permet, de 
meme. la detection par la methode dite de "Southern blot* sur I'ADN de ceUules CEM ou analogues infectees 
avec un isolat ROD ou d'autres isolats de HIV-2. Aucun signal n'est detecte dans les memes conditions de 
stringence dans des essais d'hybridation de cette sonde avec des ADNc issus de cellules non Infectees ou de 
cellules Infectees par HIV-1. Ces resultats ont confirms la nature exogene de HIV-2 vis-a-vis de HIV-1. Une 30 
espece d'environ 10 kb. correspondant probablement a I'ADN viral non integre. a ete detecte a titre principal 
dans I'ADN non digere de cellules infectees par HIV-2. Un autre ADN ayant une tsitle apparente de 6 kb 
correspondant peut etre a une circulaire de I'ADN viral, a ete detecte aussl. 

Les autres parties du genome de HIV-2 ont ete Identifies egalement A cet effet. une banque genomique a 
ete construite dans le phage lambda L47. Le phage lambda L47.1 a ete decrit par WAM. Loenen et al. dans 35 
Gene 10: 249-259 (1980), publication dont le contenu est consldere comme faisant partie do la present 
description. 

La banque genomique est construite avec des fragments obtenus par digestion de I'ADN provenant de la 
lignee celluiaire CEM Infectee avec H!V-2rod. apres digestion avec I'enzyme Sau3AI. 

Environ 2 x 10 s plaques de recombinants ont ete triees In situ avec un clone contenant llnserat E2 marque 40 
de I'ADNc de HIV-2. Dix phages recombinants ont ete detectes sur plaques et purifies. Les cartes de 
restriction de trois de ces phages, caracterises par leur capacite d^ybridation en "Southern blot' avec 
llnserat E2 dans des conditions stringentes, ainsi qu'avec des sondes subgenomiques de HIV-1 dans des 
conditions non-stringentes. 

Un clone portant un inserat de 9.5 kb et derivant de I'ADN viral circulaire entier. contenant le genome 45 
complet de HIV-2, a ete identifie. II a et6 designs "Lambda ROD 4*. Les deux autres clones. Lambda ROD 27 et 
Lambda ROD 35 derivant de provirus integres. portant des sequences LTR des sequences codantes virales et 
des sequences adjacentes d'ADN celluiaire. Les differentes sdquences decoulent de la figure 8. 

Des fragments des clones Lambda ont ete sous-clones dans plasmide vecteur piasmidique pUC 18. Les 
fragments Issus de X ROD 4, X ROD 27 et X ROD 35 et respectlvement sous-clones dans le susdlt vecteur 50 
plasmide apparalssant egalement a la figure 8. Les sous-clones suivants ont ete obtenus. 

- pROD 27-5 derive de Lambda ROD 27, contient une region de 5,2 kb du genome de HIV-II et des sequences 
cellulaires adjacentes (5' LTR et sequence virale condante 5' autour d'un site ECO Rl). 

- pROD 4.8 derive de Lambda ROD 4, contient un fragment Hind III d* environ 5 kb. Ce fragment correspond a 

la partie centrale du genome HIV-2. 55 

- pROD 27-5' et pROD 4.8 contiennent des inserats de HIV-2 qui se chevauchent mutuellement. 

- pROD 4.7 contient un fragment HIND ill de 1.8 kb de Lambda ROD 4 ; ce fragment est place darts la 
direction 3 vis-a-vis du fragment sous-clone dans p ROD 4.8 et contient environ 0.8 kb de sequences virales 
codantes et une partie situee entre les sites de clonage Bam K1 et Hind III du bras gauche du phage Lambda 
(Lambda L 47.1). eo 

- pROD 35 contient toutes les sequences HIV-2 codantes dans la direction 3, vis-a-vis du site Eco R1, 
I'extremite 3* LTR et environ 4 kb de sequences nudeiques adjacentes d'origine ceitulaire. 

- pROD 27-5' et pROD 35 contenus dans E.Coli HB 101. ont ete deposes a ia CNCM sous les numeros 
respectifs 1-626 et 1-633, le 21 novembre 1986. 

- pROD 4.7 et pROD 4.8. contenus dans E.Coll TQ1, ont ete deposes a ia CNCM respectivement sous les 65 
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num6ros 1-627 et 1-628, le 21 novembre 1986. 

Le genome comptet de HIV-2 ROD, dont la carte de restriction apparaTt a la figure 4, a ete reconstitue a partir % 
de pROD 35, linearise au preaiable avec Eco R1 , de pROD 27-5'. L'lnserat Eco R1 de pROD 27-5 a ete ligature 
dans rorientation correcte dans te site EcoRI de pROD 35. 

S Le degre de parent6 entre HIV-2 et les autres retrovirus humalns ou simians a ete apprecie par des 
experiences d'hybridation mutuelle. L'homologie relative entre les differentes regions de genomes de HI\M et 
de HIV-2 a ete determine© par des essais d'hybridatJon de fragments respectlvement Issus de genome de 
HIV-1 done et de Lambda ROD 4 marque radloactlvement. Lbs positions relatives de ces fragments 
(numerates de 1 a 11) vis a vis du genome de HIV-1 apparaTasant au bas de la figure 9. 

10 Meme dans des conditions de tres faible stringence (Tm-42°C.) les genomes de HIV-1 et HIV-2 n'hybrident 
qu'aux nrveaux de leurs genes respectifs qaq (taches 1 et 2), des regions reverse transcriptase dans pol 
(tache 3) , des regions d'extremites de pol. des genes O (ou spr) (tache 5) et des genes F (ou 3* orf) et 3' LTR 
(tache 11). Le fragment HIV-1 utilise pour detecter les premiers ciones ADNc de HIV-2 correspond au 
sous-done de la tache 11, qui hybrids relativement bien avec HlV-2 dans des conditions non stringentes. Un 

15 signal provenant de la tache 5 est le seu) persistant apres un lavage stringent Le gene d'enveloppe, la region 
du gene tat et une partte de pol apparalssent tres dh/ergents. Ces donnees, ainsi que la sequence obtenue 
avec LTR (figure 3) d6montrent que HIV-2 n'est pas (en tous les cas au niveau de son enveloppe) un variant de 
HIV-1. 

On observe que HIV-2 est plus proche de SIV (decrit par M.D.Danlel et al. dans Science 228: 1201-1204 
20 (1985), dont le contenu doit etre considere comme falsant partie de la presente description) qu'il ne Test de 
HIV-1. 

Toutes les protelnes de SIV, y comprts la proteine de I'enveloppe, sont immuno-precipitees par des serums 
de patients infectes par HIV-2, tandis que la reactivlte serologique croisee de HIV-1 et HIV-2 est limltee aux 
protelnes du noyau. Cependant SIV et HIV-2 peuvent §tre dlstingues par les difT6rences mentionnees plus 

25 haul au niveau des poids moleculaires de leurs protelnes. 

En ce qui conceme les sequences nucleotidiques, on remarque aussi que HIV-2 a une parente avec SIV. 
De plus, la caracterisation de HIV-2 permet aussi de delimiter le domaine de la giycoproteine d'enveloppe 
qui est responsabte de la fixation du virus a la surface des ceUucles cibles et de nnternalisation ulterieure du 
virus, ^interaction se faft par rintermediaire de la molecule CD4 elle-meme et Qs emble que HIV-1 et HIV-2 

30 utnisent le meme recepteur. Aussi. bien qu'B exlste de grandes differences entre les genes env de HIV-1 et 
HiV-2, les domaines homologues restrelnts des enveloppes des deux HIV peuvent-ils etre consideres comme 
constituants de fixation a un recepteur commun des lymphocytes T4. Ces sites sont appeles a constttuer des 
epitopes porteurs de I'immunog6nlcite de peptides qui pourraient etre utflises pour susciter chez Phomme •> 
une reponse Immunltaire protectrice corrtre les virus HIV. 

35 Des sequences avantageuses pour la constitution de sondes dans des reactions d'hybridation avec le * 
materiel genetique de patients porteurs de virus ou de provirus, notamment pour detecter la presence d'ARN ^ 
de virus HIV-e dans leurs lymphocytes contiennent une sequence nudeotidique resultant de comblnaison des 
fragments de 5 kb de Hlndlll de ROD 4 et de I'ADNc E2. Les essais peuvent etre realises selon toutes 
method as notamment selon les techniques de "Northern blot". "Southern blot" et "dot blot". 

40 Des cBract6rist!ques suppl6mentalres de Plnvention apparaltrorrt encore de facon non limitative au cours de 
la description qui suit d'exemples ^identification de certalnes parties du genome retroviral et de la production 
d'un certain nombre d'ADMs recombinants mettant en Jeu diverses parties d'un ADNc derive du genome 
retroviral de HIV-2. 

45 EXEMPLE 1 

Sonde ADN. pour rutmsatlon dans les kits de diagnostic de HIV-2 . 

Un ADNc complementaire de TARN du genome obtenu a partir de virions purifies, a ete prepare selon la 
methode suivante : 

50 Le surnageant obtenu apres 48 heures de culture de cellules CEM infectees par un isolat HIV-2 ROD de 
HIV-2 a ete ultracentrifuge. Le culot de centrifugatlon contenant le virion a ete centrigue sur gradient de 
sucrose pour former un nouveau culot de centrtf ugation substantieDement par la mSme methode que celle 
decrlte dans la demande de brevet europeen 84/401 234/0.138.667 de]a mentionnae. 

La preparation de HIV-2 purifie a et6 utifisee pour la synthase d'ADNc en mettant en oeuvre une reaction 
55 endogene, activee par un detergent 

En resume, la preparation du virion a ete ajoutee a un melange de reaction contenant 50mM TrisHCI, 5mM 
Mg02, 10mM DTT, OX32ff>/o du d6tergent commercialise sous la marque TRITON, et 50 jiM de chacun des 4 
d6oxynucleoside-triphosphates et un InWateur oligo (dT). La reaction a ete conduce pendant 90. minutes a 
37° C. 

60 Apres {'extraction au phenol des protelnes presentes dans le premier milieu de reaction, la seconds chalne 
de I'ADNc a ete synthetisee en presence de RNAse, ADN polymerase 1 de E.co» et des 4 deoxynucleotides, 
pendant 1 heure a 15°C et 1 heure a 22° C. Des extremltes franches ont ete creees sur cette double chalne 
ADNc, par Taction de la T4 ADN polymerase. Tous les reactifs de ce precede sont disponibles dans le 
commerce (kit ADNc de la Soclete AMERSHAM) et ont 6t6 utflises comme recommande par le foumisseur. ' 

65 Apres (1) ligation d'adaptateurs (linkers) contenant un site EcoRI (commercialises par Pharmacia) aux 
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extr6 mites francbes do I'ADNc en presence d'uno Dgase ADN T4 (commerciallsee par BIOLABS) (2), digestion 
da ces "linkers" par I'endonucJease de restriction EcoR1 , et (3) elimination des fragments de "tinker" par una 
filtration sur gel (colonne du gel commercialise sous la marque ULTROGEL) AcA 34 (LKB-IBF). I'ADNc est 
Insert dans un vecteur M 13 TG 130 dive par EcoRI. Une banque d'ADMcs a 6tt obtenue apres 

transformation de la souche de E.coll TG1 . On a obtonu approximattvemont 1 0 4 plaques de recombinants M 1 3. 5 

Pour selectionner dans la banque d'ADNcs des clones M13 recombinants contenant I'ADNc de HIV-2, la 
technique d hybridation sur plaque a ete utilises. L'ADN des plaques M13 a 6te transfer© sur des flltres de 
nltroceitulose. et hybride a des sondes de HIV-1 subgenomiques dertvees du clone "lambda J19" d'un virus 
LAV (ou HIV) decrtt dans la demands de brevet europeen. Cette sonde comprenait un inserat constitue par 
une partie ayant une longueur approximative de 1 500 paires de bases (pb) de PADN de HIV-1 . Cet Inserat etatt 10 
defimite par deux sites de restriction Hindlll respectlvement a I'interieur du cadre de lecture ouverte du gene 
"env" et dans le segment R de I'extremite V LTR de HIV-1 . Cette sonde contenart I* extremite 3' du gene env, la 
totallte du gene F, le segment U3 et une partie du segment R de LTR, d'une longueur approximative de 1500 
paires de bases (pb). 

La sonde contenant I'inserat Hindlll de 1 ,5kb a ete marquee avec du a2 P dCTP et dTTP (3000 a x 10 - s 15 
mole) par incubation de la sonde en presence dlnitiateurs et d'ADN polymerase I de Klenow, pendant 4 
heures a 15°C (en utHisant un kit de AMERSHAM). Les essais d'hybridation des clones d'ADNc de la banque 
ont ete conduits pendant toute la nult dans des conditions de faible stringence, au sain d'une solution d'un 
milieu d'hybridation contenant 5X SSC. 5X Denhart, 25f¥o de formamlde, 100 \ig/m\ d'ADN de sperme de 
saumon denature et la sonde marquee (2 x 10 7 cpm avec une specfficite de 10* cpm/ug) a 37° C. Lesfiltres ont 20 
et6 soumis a trois etapes de lavage, success h/e merit en presence des trois solutions dont les compositions 
sont Indiquees ci-apres: Lavage no 1 :5XSSC. 0.1% SDS.a 25° C pendant 4x15 minutes Lavage no 2:2XSSC, 
0.1% SDS*a 42°C pendant 2x30 minutes Lavage no 3:0.1XSSC.0.1% SDS, a 65° C pendant 2x30mlnutes 
Chaque lavage est suM par une autoradiographie des filtres. 

Plusleurs clones positrfs ont ete detectes apres le lavage no 1 et font encore ete apres le lavage no 2. 25 
Ce pendant, tous les signaux disparaissalent apres le lavage no 3. Ceci indique que les clones posWfs n'avaient 
avec le genome de HIV-1 qu'une faible parente, neanmoins sufflsante pour effectuer la susdite selection. Les 
clones positrfs ont ete repiques. redeposes sur des plaques et de nouveau hybrldes avec la meme sonde dans 
les conditions de stringence correspondent au lavage no 1. La majorite d'entre-eux etaient encore positlfs. 

Les clones ont aussi ete selectionnes en mettant en oeuvre une sonde d'ADN humain total dans des 30 
conditions de stringence moyenne et par hybridation dans 5X SSC, 5X Denhart, et 40% de formamlde, sutvie 
d'un lavage dans 1X SSC, 0.1% SDS, a 50°C. Aucun des clones prealablement posWfs n'a ete detects, par 
consequent ne correspondait pas a I'ADN rep6tWf speclflque ou a I'ADNc de TARN ribosomal. 

Les clones recombinants M13 positifs ont ete cuffives dans un milieu liqulde et caracterises : 

35 

(1) Taiile de leur insertion : 

Un ADN type simple brin de M13 a ete obtenu a partir de chaque clone indivfduel, et la synthese du second 
brln a ete conduite avec une sequence initiatrice 17-mer M13 et Tenzyme de Klenow. Les Inserats ont ete 
excises a i'aide d'EcoRI (BOEHR1NGER) et analyses par electrophorese sur gel d agarose. La ptupart des 
inserats contenaient de 200 a 600 et 200 pb, a ('exception du clone denomme E2.1. qui avait 40 
approximativement une longueur de 2 Kpb. 

(2) Analyse de la sequence nucleotidique : 

Piusieurs clones ont ete partiellement sequences, en utiiisant la methods dldeoxy de Sanger et al. decrite 
dans Proc. Natl. Acad. Scl. 74:5463-7 (1977), faisant partie de la presente description. Dlfferents clones 45 
independents contenaient des sequences nucleotidiques simiiaires, a ('exception des chatnes poly-A a leurs 
extremit6s 3' dont les longueurs 6taient different es. Ces resultats demontrent que ces clones ADNc etaient 
derives de la matrice d'ARN. L'analyse de sequence detaJIIee de ces clones ADNc, comprenant I 'extremite 3* 
du genome de HIV-2, a montre une parente llmltee avec HIV-1. 

SO 

(3) Hybridation avec I'ARN et I'ADN genomique de HtV-2 . 

(a) Obtentlon de I'ARN genomique de HIV-2 : Un sumageant Infecte a et6 centrtfug6 (50.000 rotations, 30 
minutes). Le culot du depot a ete resuspendu dans 10mM Tris pH 7.5 1mM EDTA, 0.1% SDS. L'un des clones 
d'Insertlon F1.1 a ete marque et utilise comme sonde pour rhybridation avec I'ARN genomique de dlfferents 
Isoiats viraux, conform6ment a la technique de "dot-blot". 55 

La technique "dot-blot" comprenait les etapes sulvantes : 
(i) deposer I'echantillon (lysat HIV-2) en taches sur une membrane de nitrocellulose prealablement trempee 
dans 20X SSC (3M NaCl, 0^M de citrate de sodium) et sech6e a I'air, (ii) faire culre la membrane pendant 2 
heures a 80°C. f et (01) effectuer I'hybrtdation. 

Cette hybridation a ete conduite dans des conditions de haute stringence (5X SSC, 5X Denhart. 50% 60 
formamlde a 42°C). EOe a ete sutvie d'un lavage dans 0.1X SSC, 0.1% SDS a 65° C. Dans ces conditions, la 
sonde hybride fortement aux taches prove nant de deux Isoiats Independents de HIV-2, inciuant le LAV-II ROD, 
dont I'ADNc clone etait lssu. Un faible signal d'hybridation a ete detects avec la tache formee par STLV-illmac 
(Virus T-Lymphotroplque de Singe (6gaiement connu comme "SIV) de type 111, macaque), et aucune 
hybridation n'a ete detectee avec les Isoiats de HIV-1. 55 
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Les experiences de "Southern Blot", mettant en jeu le clone E-2.1 contenant t'inserat de 2Kb en tant que 
sonde marquee au 32 P, ne manlfesterent aucune hybridation avec des ADNs de cellules non infectees. mals 
detectaient des ban des dans des cellules detachees Infectees par HIV-2 dans des conditions de forte 
stringence. HIV-2 montre un polymorphisme a des ntveaux de sa carte de restriction equivalents a ceux des 
5 cartes de restriction de HfV-1. Avec de I'ADN ceilulaire complet de cellules Infectees, deux sortes de slgnaux 
sont detect es par la methode de "Southern Blot" : (1) dans des fractions d'ADN ayant des pokis moleculaires 
PM d'environ 20kb et plus dans le cas de formes Integrees du virus, et (2> dans les fractions de PM plus falbles 
(9,1 Okb), dans le cas de virus non Integre au genome. 

Ces caracteristiques sont hautement specifiques d'un retrovirus. 
10 CertaJnes experiences effectuees avec STLV-M (StV-3) de cellules infectees ont permts de constater que le 
retrovirus slmlen est relatrvement distant de HIV-2 (le signal est uniquement detecte dans des conditions de 
falbie stringence). Ces experiences montrent que les susdites sondes permettent la detection speclfique de 
HIV-2. 

15 (4) Sous-clonage de I'ADNc de HIV-2 dans un vecteur plasmlde bacterien : 

Le done M13 positrf, E 2-1 a ete selectionne et sous-clone dans un vecteur plasmlde. L'ADN du phage M13 
(TG 130) recombinant E-2 a ete purffie sous forme d'un ADN simple brin (M-13-ROD-E2) contenant ITnserat 
de 2 kb, contenant la portion 3' du genome de HIV-2 (obtenu a partir de HIV-2 ROD). Cet inserat a ete 
transfere dans le plasmlde pSP65, decrit par Melton, D.A. dans 357 Nucleic Acid Res. 12:035-7056 (1984). 

20 Une seconds chain e a 6te construlte In vitro en presence de la sequence d'inltiateur 17 mer (AMERSHAM). 
des quatre nucleotides A.C.T.G. et de I'ADN polymerase I (Klenow). L' inserat EcoR 1 a ete exds6 par digestion 
Eco R1 et purifies sur gel cfagarose, puis ligue a pSP65, lui-meme prealablement dlgere avec EcoR 1. Le 
melange de ligation a ete utilise pour transformer la souche E-Coli DH1 et des recombinants ont ete 
selecttonnes grace a leur capaclte de resistance a I'ampicilline. Les recombinants identifies ont 6te curttves 

25 sur milieu LB (Luria medium) contenant 50 ng/ml d'ampidlllne. Ces ptasmldes recombinants ont ete purifies et 
contrdlas quant a ta presence du fragment insere correct. 

L'un des clones obtenus designe par la reference pSPE2, a ete depose a la CNCM a PARIS, France, sous le 
no d'acces I -595 le 5 Septembre 1986. 
Les inserats derives des ADNc de HIV-2 et qui se trouvaient inseres dans la sonde susdlte contanaient la 

30 sequence de nucleotides qui a ete definie plus haut en rapport avec une parti e de E2. 

EXEMPLE ll 

aonage d'un ADNc complfementaire a I'ADN complementaire a I'ARN genomlque de virions de HIV-2 

35 Des virions HIV-2 ont ete purifies a partir de 5 litres d'un surnageant d'une culture d'une llgnee CEM infectee 
avec un isolat ROD. Un premier brin d'ADNc a et6 synthetlse au contact de virus purifie sediments, en 
presence d'un Inttiateur oflgo (dt) et en mettant en oeuvre une reaction endogene activee par un detergent 
selon ta technique decrite par Alizon et al. Nature 312 : 757-760 (1984). Les hybrides ARN-ADNc ont ete 
purifies par une extraction par un melange phenolchloroforme et par une precipitation a I'ethanol. Le second 

40 brin d'ADNc a 6te produit en presence d'ADN polymerase-l/RNAse H selon la methode decrite par Gubler et 
Hoffman. La description de cet article est consideree comme falsant partie de la presents description. 

L'ADNc double brin a ete muni d'extremltes tranches en presence d'ADN polymerase T4 en utOisant les 
constituents d'un kit de synthase d'ADNc commercialise par AMERSHAM. 

Des adaptateurs (linker) Eco R1 commercialises par PHARMACIA, ont ete fixes a i'extremfte de I'ADNc; 

45 I'ADNc alnsi modffle a et6 insere apres digestion en presence de Eco R1 dans un vecteur de phage 
dephosphorfle M13tg130 luj-m§me dlgere par Eco R1 , egaJement commercialise par AMERSHAM. Une bande 
d'ADNc a ete obtenu apres transformation de ta souche E.coil TG1. Des plaques de recombinants (10 4 ) ont 
ete tries in sttu sur des fittres permettant des repliques par hybridation avec le clone J19 contenant le fragment 
Hind IH de 1,5kb deja mentlone plus haut, issu de HIV-1. 

50 Les filtres ont ete prehybrid6s en presence d'un milieu contenant 5 x SSC, 5 x solution DENHARDT, 
formamide a 250/o, de I'ADN denature de sperme de saumon (100 microgram mes/mml) a 37° C. pendant 4 
heures, puis hybride pendant 16 heures dans le meme tampon (Tm -42° C) en presence d'un supplement de 
sonde marquee (4 x 10 7 cbm), pour fournir une solution finale de tampon d'hybridation contenant 10 6 cpm/ml). 
Le lavage a ete fait avec une solution 5 x SSC. 0,1«Vb SDS a 25°C pendant 2 heures (etant entendu que 20 x 

55 SSC correspond a une solution Nad 3M et de citrate de sodium 0,3M. Les plaques repondant posltivement 
ont ete purlfiees et les ADNs mono-brins de M13 ont 6t6 prepares et leurs extremites ont 6t6 sequencees 
selon ta methode de Sanger et al. 

Hybridation d'un ADN de cellules Infectees par HIV-1 et HIV-2 et d'ARNs de HIV-1 , HIV-2 et de virions STV 

60 respective ment avec une sonde derivee d'un ADNc clone de HIV-2. 

Les ADNs ont ete extraits de cellules CEM infectees produisant defacon continue respectfvement HIV-1 et 
HIV-2. Des echantiUons d'ADN de ces deux retrovirus, digeres pour certains par 20 ug de Pstl, non dJgeres 
pour d'autres ont ete soumis a une electrophorese sur gel d'agarose a 0,8^ et transfenf^r la methode 
"Southern* sur membrane de nylon. Des petfts volumes de surnageant Infecte, repris dans un tampon NTE 

65 contenant 0,1<Vb de SDS ayant les m ernes activHes de transcriptase inverse ont ete deposes sur nitrocellulose. 
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qui avait ete trempe auparavant dans una solution 2 x SSC. 

Una prehybridation a 6t6 faite dans una solution contenant 5CWb da f ormamida. 5 x SSC, 5 x Denhardt. at 1 00 
mg/ml d'ADN da sperme de saumon denature pendant 4 heures a 43° C. Una hybridation a ete condutte dans 
le meme tampon, auquel avait ete ejoute 1(Wb da sulphate de dextran, et 10* cpm/ml. dlnserat marque E2 
(activlte specffique 10* cpm/ug) pendant 16 heuros a 42° C. Deux lavages ont en suite et6 fatts avec una 5 
solution 0.1 x SSC, 0.1<tt> SDS pendant 30 mn chacun. Apres rexposltion pendant 16 heures a un ecran 
d'intenslfication la tache Southern est deshybrldee dans 0.4 N NaOH, neutralisee et rehybrldee dans les 
memes conditions a la sonde HIV-1 marquee avec 10* cpm/ug. 

EXEMPLE III 10 

Clonage dans le Phage Lamdba de 1'ADN complet du provlrus de HIV-2 . 

L'ADN des cellules CEM infectees par HIV-IIROD (figure 2, bandas a et c) est partieliement dlgere avec 
Sau3AI. La fraction 9-15 kb a et6 selecttonnee sur gradient de sucrose a &4Wo et llguee aux bras Bam HI du 
vecteur lambda L47.1 . Les plaques (2 x'10 6 ) obtenues apres empaquetage In vitro et depot sur souche E.coii is 
LA 101 ont ete triees In situ par hybridation avec Hnserat de I'ADNc clone E2. Approxlmattvement, 10 clones 
posltlfs ont ete purifies sur plaque et pro pages sur Exojj C600 recBC. Les clones lamdba ROD 4 f ROD 27 et 
ROD 35 ont ete amplifies et lours ADN caracte rises par etablissement de leurs cartes de restriction et par 
hybridation par la methode de "Southern" avec le done ADNc de HIV-II dans des conditions stringentes et 
avec les sondes gag-pol de HIV-1 dans des conditions non stringentes. a? 

La figure 8 presents de facon schematlque les structures de 3 des phages recombinants obtenus ROD 4, 
ROD 27 et ROD 35. • 

Les parties rectanguialres aOongees de ces schemas correspondent a des sequences pro-viraJes issues 
des ADNs des cellules CEM inftialement infect6es, les parties blanches correspondent a des sequences 
retrovirales, les parties grisees a des parties des ADNs cellulaJres et les parties en noir au LTR dans les elites 25 
frequences vi rales. 

Les traits fins designee par les lettres L et R correspondent aux bras issue du vecteur de phage Lambda 
L47.1 ayant servl au clonage. 

Certains des sites des restrictions ont egaiement ete Indiques : II s'agtt plus particuilerement des sites 
suh/ants r go 
B : Bam Hl ; E ; EcoRI ; H: Hindlll ; K: Kpnt ; Ps: Pstl;Pv : Pvu ll ; S: Sad ; X: Xba l. 

Ces sequences vt rales ont des parties en comrnun avec la sequence E2. Les positions relatives de ces 
parties d6terminees par hybridation avec E2, apparaissent egaiement dans les figures. 

ROD 4 est derive d'un ADN viral circulaire. ROD 27 et ROD 35 sont derives de provlrus Integres dans una 
structure ADN cellulatre. 55 

Enfin, on voit apparaTtre dans ces figures les inserats so us -clones dans les conditions qui ont ete indlquees 
plus haut et leurs positions relatives vis-a-vis des sequences correspondantes de ROD 4. ROD 27 et ROD 35. 

II s'agit plus particuilerement des inserats des plasmides pROD 27-5', pROD 35-3*. pROD 4.6, pROD 4.8 et 
pROD 4.7. 

La figure 9 est une representation des intensites relatives des taches d'hybrldation qui ont ete realisees 40 
antra ROD-4 et des sous-fragments 1 a 11 respectivement issus des dlff6 rentes parties d'un ADN a chaJrte 
unique Issu de sous-clone de M13 contenant un acide nucleique derive du genome entier de LAV. Les 
positions relatives de ces divers fragments vis-a-vis du genome entier de LAV (determine par sequencage) 
sont Indlquees dans la partie inferieure de la figure. Le point 12 correspond a una tache temoln realise en 
mettant en oeuvre un ADN temoin du phage Lambda. 45 

Les essais d'hybrldation dans la methode de transfer! par tache (dot-blot) ont ete realises dans les 
conditions de faible stringence de I'exemple II. En utliisant a titre de sonde, le recombinant Lambda ROD 4 
contenant I'ADNc total de HIV 2. Les lavages ont ensuite 6t6 farts success rvement dans les conditions 
suivantes : 

2 x SSC. 0.1<*o SDS a 25°C. CTm -42° C), 1 x SSC, 0.1 % SDS a 60°C. (Jm -20° C). et 0.1 x SSC. 0.1Qfo SDS a SO 

60°C. 

(Tm -3°C). 

Les taches representees ont ete obtenues apres exposition radlographique pendant 1 nuit. 
EXEMPLE IV 55 
Test de diagnostic in vitro de la presence du virus HIV-2 dans un milieu biologique. 
MATERIEL ET METHODES 
PATIENTS 

Les patients Infect es par HIV-2 ont 6te selectionnes parml des personnes admises a I'h6pital Egas Monlz de 
USBONNE pour hospitalisation ou pour consultation, entre septembre 1985 et septembre 1986. 

Pour realiser cette selection, tous les IndMdus d'orfgine africaine ou ayant s6Joume en Afrtque ont sub! un 
test serologique a la fois pour rechercher la presence d'anticorps contre HIV-1 (Immuno-fiuorescence-iFA- 
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et/ou EUSA) et contre HIV-2 (IF A). Souls les patients pour tesquels on a prouve serotoglquement r Infection 
avec HIV-2 ont ete retenus dans cette etude. 

Isolation du virus. k , , . 

— Chez 12 patients, insolation de HIV a ete conduite comma on la rappolle brievement. Las lymphocytes 
pertpheriques sanguins das patients (PBL) ont ete stimules avec PHA. cultives en coculture avec des PBLs 
normaux humains stimules par PHA et maintenus en presence d'intBrieuWne-2 (IL-2). Les cultures ont 6t6 
controlees afin de reperer la presence eventuelle d'un effet cytopathogenique (CPE) et afin de mesurer 
racth/ite de transcriptase Inverse (RT) dans le surnageant. 

Test d'lmmunofluorescence (IFA) 

Des plaques IFA ont ete preparees comrne suit : des cellules MOLT-4 infectees avec HIV-2 ont ete lavees 2 
fois dans PBS et etalees sur des lames de verre IFA (10 4 cellules par pults). puis sechees a Pair et fixees par de 
I'acetone a froid. Pour le test IFA, ces cellules ont ete soumises a une reaction, le serum de test etant dllue a 
1/10 pendant 45' a 37°C, ont 6te lavees, sechees et soumises a une reaction avec de la fluoresceine 
conjuguee a des IgG. A. M antWiumaines de chevre (dllue a 1/100) pendant 30 minutes a 37°C. Apres le 
lavage, les cellules ont ete colorees avec du bleu Evans, a 0,006<Vb. montees dans un melange de 90«V& de 
glycerol. 10% de PBS et examinees au microscope a fluorescence. 

20 EUSA 

Certains serums de patients ont ete examines pour determiner la presence d 'an ti corps anti-HIV-1 en 
utflisant les tests serologlques dlsponlbles dans le commerce sous la d6nomlnation ELAVIA (Pasteur 
Diagnostics) ou ABBOTT. 

25 Test de radlo-lmmunoprectpltatlon (R1PA) 

Des cellules CEM infectles avec HIV-1 ou HIV-2 ont ete cultivees en presence de 3s s cysteine (200 
microCi/ml) pendant 16 heures. Le surnageant a ete recueffli, les particules vlrales ont 6te centrifugees et 
lysees sur un tampon RIPA (Tris-HC1 50mM pH 7.5, NaC1 150mM. EDTA 1mM. 1% Triton X100, Sodium 
deoxycholate 0.1<Vb, SDS 0.1<Vb). Pour chaque reaction. 50 microlltres de lysat dilue correspondent a 10 s cpm 

30 ont ete mis en reaction avec 5 microlltres d'un serum test pendant 18 heures a 4° C. Des complexes immuns 
ont ete lies grace a une proteine A fixee sur du Sepharose PHARMACIA laves, et elues pendant une ebullition 
de 2 minutes. Les antigenes elues ont ete analyses par electrophorese sur gel SDS-polyacryiarnide et par 
autographic. 

35 Hybridation Dot-blot 

Des virus isoles dans des PBLs de patients ont ete centrifuges et lyses dans Trls-HCI 10mM pH 7.5. Nad 
10mM. EDTA 1mM, SDS 0.5<Vb. Un microlitre de chaque lysat, correspondent a une actMte RT de 50.000 cpm a 
ete depos6 sur un support de nitrocellulose. Une hybridation et un lavage ont ete realises dans des conditions 
de forte stringence: hybridation dans 6X SSC, 5X Denhart, 5Wb de formamide, pendant 18 heures a 42° C ; et 

40 lavage dans 0.1X SSC, 0.1Qto SDS 65°C. On a utilise des sondes HIV-1 et HIV-2, marquees au 32p (actMte 
spectfique de 10® cpm/mlcrogramme). La sonde HIV-1 correspond au genome complet de Tisolat LAVbru, et 
la sonde HIV-2 derive d'un ADN clone de 2 kHobases de risolat LAV-2rod- 
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RESULTATS 



Population des patients 

30 patients chez lesquels on decelalt une infection par HIV-2 par mise en evidence serologique ou virale, ont 
ete etudies. ParmI ces 30 patients on comptart 12 hommes et 18 femmes. La moyenne d^e etalt de 35 ans 
pour un Intervalle de 11 a 55 ans. Tous les patients excepts 1, etalent restes plusieurs annees en Afrique de 
50 rOuest : 26 etalent nes et vrvalent en Guinea-Bissau et 2 etaient originalres des lies du Cap-Vert. 1 patient etalt 
un garcon de 11 ans de P Angola, qui avalt vecu dans les lies du Cap-Vert pendant plusieurs annees. Le seul 
europeen de la population etudiee etalt un Portugais de 40 ans qui avalt vecu pendant 8 ans au Zaire, mais 
dementatt tout sejour en Afrique de I'OuesL 

55 Presentation cjjnlgue 

Parml les 30 patients, 17 avaient un SIDA, conformement aux criteres reconnus CDC. Le symptome majeur 
chez ces patients etait la diarrhea chronique, accompagnee c^ns la plupart des cas d'une perte de poids de 
plus de 10 kg. en 1 an. Chez 10 patients la diarrhee etait associee avec la presence d'une Infection Intestinale 
soudalne ; pour 7 cas, I'agent pathogene etait le seid Isospora belli, 1 patient etait atteint uniquement par 

60 Cryptosporidium et 2 avaient a la fois les 2 agents pathogenes. Dans 3 cas, aucun agent pathogene intestinal 
inattendu n*a et6 reveie. Parml les 17 cas de malades attelnts de SIDA. on a diagnostlque chez 8 des 
can aldoses oesophagiennes. 6 patients attaints du SIDA presentaient des symptftmes respiratoires. Une 
tuberculose putmonaire a ete diagnostlquee chez 2 d'entre eux et une microbacterie differente non identifiee a 
ete decelee chez Tun d'entre eux. 

65 2 patients souffraient d'une aspergaose pulmonale a la suite d'une tuberculose. 2 autres patients attaints du 
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SI DA presentment des phases recurrentes <te pneumonie sans Identification de ('agent pathogens, et 1 patient 
avalt una pneumonie du type Pneumocystis carinfl, qui fut diagnostiquee uniquement post-mortem. Quatre 
des 17 patients attaints du SIDA avaient un sarcoma de Kaposis: dans 3 cas li est apparu comma Bmlte a la 
peau et chaz un autre patient un examen post-mortem a revele des lesions dlsseminees au niveau visceral. 
Des desordres du systems narveux central sent apparus chez 2 patients attelnts du SIDA : 1 avert un 5 
lymphoma cerebral, et Pautre avah une enc6phaflte subaigue de cause inconnue. 
4 patients presentaient las sympt6mes du complexe lie au SIDA (ARC) : 

2 avaient des tymphadenopathies diffuses avac fievre perslstante, 1 avait une diarrhea chronlque avec parte de 
poids. et 1 avait das phases recurrentes de bronchopneumonia et des tymphadenopathies multiples. 

Parmi les 9 patients restants. 6 n 'avaient aucun symptdme rattachable a 1'infection par HIV, 1 etait attaint 10 
uniquement d'une tuberculosa pulmonaire , 1 avait uniquement des lymphadenopathles diffuses persistant as 
et 1 presentait une syphiliis neurologlque. Pendant la periods d'etude de 12 mots, 7 patients sont morts, tous 
presentant un SIDA. 

Etude serologique 75 

Chaque patient fait I'objet d'au moins un test serologique pour re ch archer la presence d'antl corps contra a 
la fois HIV-1 et HIV-2. Tous les serums des patients ont ete testes par test IFA afin de reperer las an ti corps 
contra HIV-2 et tous se sont reveles positifs. Parmi eux, 21 furent aussl testes pour les antfeorps corrtre HIV-2 
par un test RIPA : tous ont preciptte de facon claire la glycoproteins de haut poids molecutalre de renvetoppe 
du virus, designee par gp140, et 16 d'entre eux ont reagl egatement avec la proteine majeure du noyau p26, 20 
aiors qu'une seuiemertt reaglt avec une autre proteine virale du noyau, designee par p16. 

Dans ces serums on a recherche la presence d'antfeorps presentant des reactions croisees avec HIV-l en 
utiiisant les differents tests. Un test IFA a ete utilise pour 24 serums : 12 sont negatrfs, 10 sont faibJement 
reactifs. et 2 positifs. Dans un test EUSA, 21 serums ont ete testes : 16 etaient negattfs, et 5 etaient positifs. 
FlnaJement, on a recherche dans 11 serums ia presence d'anticorps contra ies proteines de HIV-1 par la 25 
methods RIPA. 

3 d'entre eux n'ont absoiument pas reagl, et cecl avec aucune proteine virale, 2 seulement ont prectplte avec la 
proteine p34, issue du gene pol, et 5 ont reagi avac la proteine p25, protSine majeure du noyau. 2 serums ont 
reagi seulement faibiement avec la glyco-protelne gp1 10 de I'enveloppe du virus HIV-1 . Ces deux serums ainsi 

que tous les serums positifs lore des tests IFA ou EUSA concemant les anti corps anti HIV-1 ont reagi 30 
fortement avec la gp140 de HiV-2 dans un test RIPA. indiquant une infection avec HIV-2 plutdt qu'avec HIV-1. 
Seulement 1 patient, qui n'est pas inclu dans la population etudiee, a 6te reconnu serologiquement comma 
etant infecte par HIV-1 et non par HIV-2. Ce patient etait une femme de 21 arts de I'Afrlque Centraie (lie Sao 
Tome) presentant un SIDA. 

35 

Isolation du virus 

L'isoiation des virus dans les lymphocytes peripheriques du sang a ete pratiquee sur 12 patients. Un HIV a 
ete Isole chez 11 d'entre deux, grace a la presence d'un effet cytopathogenique, et a la mesure d'un pic des 
partlcules associees a I'activite de transcriptase inverse dans les sumageants de culture. 

Ces 11 isoiats ont ete identities comma etant des isolats de HIV-2 en utiiisant la technique d'hybrtdation 40 
•dot-blot*. Les tachas virales obtenues a partir de 10 Isolats ont montre une hybridation forte dans les 
conditions stringentes d'hybridation et de lavage avec une sonde HIV-2 derives d'un ADNc done de HIV-2, 
aiors qu'aucune d'entre-eiies n'hybridait avec les sondes HIV-1 dans les memes conditions. Un isolat hybridalt 
seulement faibiement avec une sonde HIV-2. mais n'hybridait pas avec une sonde HIV-1. 

45 

Evaluation Immunotogique 

13 patients ont ete studies pour evaiuer le nombre de teurs lymphocytes circulant identifies comme etant 
des cellules T auxiiiaires (helper) (CD4+) et le rapport de : cellules T auxiliaires/ceiluies T suppresseur. Parmi 
ces patients, 11 avaient un SIDA : leurs nombres de ceRules T auxiiiaires etait de 243 a 300 par mlcrolltre, et 
ieur rapport cellules T auxiiiaires/ cellules T suppresseur moyen etait de 0,25 a 0.15. 1 patient presentait dee 50 
signes cliniques de ARC, avait un nombre de lymphocytes T helper de 240/micro)Itre et un ratio de 0,18. Un 
autre patient presentant une syphlDis neurologlque et aucun symptom© de en facon evldente a HIV, avalt un 
nombre de lymphocytes T helper de 690 par microlitre et un ratio de 0.82. 

DISCUSSION 55 

Dans cette 6tude, I'infection par HJV-2 a ete mise en evidence chez 30 patients af ricains d'Afrique de ('Quest 
presentant sort un SIDA. soit das symptdmes du complexe ARC ou n'ayant aucun eigne clinique rattache au 
SIDA. Les resultats permettent neanmotns de conciure du fait que HIV-2 doit etre considere comme un agent 
ethiologique majeur du SIDA chaz les patients d'Afrique de I'Ouest. Las resultats seroioglques et vlraux qui 
ont ete observes tndiquent que I'infection par HIV-2 n*6tait pas souvent associee avec une infection par HIV-1 60 
parmi ces patients. 

En deplt de differences antlgeniques et genetiques importantes, HIV-1 et HIV-2 presentent un troplsme 
simllaire pour les lymphocytes T CD4+ , ont des effets cytopatogenes slmiiaires, une morphologie stmilaire. et 
partagent des epitopes d' ! mm unor6 action communs pour certaines de leurs proteines cons tit uttves. 

Dans la mesure ou tous les patients d'Afrique de I'Ouest. Infectes avec HIV et etudies ici ont et6 reconnus 65 
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comme 6tant infectes par HlV-2 alors qu'aucun n'etatt Irtfect6 par HIV-1, le nouveau virus H1V-2 pourralt dtre la 

cause majeure du S1DA en Afrique de I'Ouest 4 

Les symptdmes du SIDA lies a HIV-2 ne sont pas cfifferents de ceux du SiDA lies a HIV-1 en Afrique Centrale 
: Le symptflme le plus commun consiste dans des dlarrnees chronlques, avec parte importante de poids, 
5 troubles dOs la plupart du temps a Isospora belli et/ou Cryptosporidium. La frequence d'autres Infections 
sou dairies, telles que des candldoses. des microbacteries (incluant M. tuberculosis) et des toxoplamoses 
comparable a ce que Ton reconnaissait chez les Africa! ns atteints d'un SIDA He a HIV-1 . La pneumonle du type 
Pneumocystis carinfi. consideree comme une complication tres commune chez les maJades atteints du SIDA 
aux USA et en Europe, a ete decelee seulement une fois lors de notre etude, et des menlngrtes de type 
10 cryptococcal n'ont pas 6te detectees. 

Neanmoins, tes anomalies immunologiques decelees parmi des patients atteints de SIDA lie a une infection 
par HIV-2 sont identiques a celles decrites lors de SIDA lie a HIV-1. 

Parmi les 30 patients qui possedaient dans leur serum des anticorps reagissant avec les antigenes HIV-2, 
seuls 7 d'entre-eux avaient des anticorps specifiques contre HIV-1 detectables par des tests IFA ou EUSA. 
15 Lors d'un test RIPA, on observe que ces 7 patients presentent des anticorps reagissant contre tes proteines 
majeures du noyau p25 (HIV-1) ou p26 (HIV-2), qui ont en commun des epitopes fortement immunonSactifs. 5 
patients ne presentent pas de tels anticorps : ces 5 patients ont des reponses negatives a des tests EUSA 
vis-a-vis de HIV-1. 2 d'entre eux ont des reponses negatives a des tests IFA et 3 d'errtre eux ont des reponses 
tres faibles. Cependant, blen que certains d'entre eux n'alent pas 6te totalement etudies, 9 patients ont ete 
2D observes qui possedaient dans leur serum des anticorps de la proteine viral e p26 du noyau de HIV-2 et qui 
presentaient une reaction faible ou une reaction negative a des tests IFA ou EUSA specifiques de HIV-1. Ces 
resuttats font ressortlr rimportartce de rincorporatlon d'antlgene HIV-2 dans des tests serologiques HIV 
utilises en Afrique et peut-etre dans d'autres endrofts. 
Un retrovirus a etfe Isole des lymphocytes peripheriques de 11 patients. Dans tous les cas la crolssance 
25 virale a ete obtenue en 2 semaines. caracterisee par la presence d'une actMte de transcriptase inverse dans le 
surnageant de culture et par un effet cytopatogfenique. Cependant, cat effet cytopatogenique est apparu 
^importance variable pour les differents Isolats : certains isolats presentaient un nombre important de 
syncytia de grande taiile accompagne d'une lyse ceilulaire importante, alors que cTautres presentaient 
seulement peu de syncytia de taiile limRee. et affectant rarement la viabiirtd de la culture. 
30 Tous les ARNs sauf ceiui d'un unique isolat hybrident avec une sonde derivee d'un ADNc clone de HIV-2 
representant la terminaison 3' du genome, dans des conditions de fortes stringences. Aucun n'hybride avec 
une sonde HIV-1 dans les memes conditions. Ced demontre que les isolats tnfectant ces patients 
appartiennent au meme type de virus. Un tsolat seulement hybrlde mais rarement avec une sonde HIV-2 a la * 
fois dans des conditions de forte et de faible stringence, et n'hybride pas avec HIV-1. Ce virus a cependant 
35 ete isole chez un patient possedant dans son serum des anticorps capables de reaglr avec tous les antigenes * 
de HIV-2 lors d'un test RIPA. 

D'une facon generate, I'inventlon conceme, outre le virus HIV-2 et ses variants, tout virus equivalent 
infectieux pour Thomme presentant des caracteristiques immunologiques propres au HIV-2. D'une facon ^ 
generale, invention conceme tout virus qui, outre les proprtetes que possede les virus HIV-2 deposes a la 
40 CNCM, presente encore les caracteristiques suivantes. 

La cible preferential^ du retrovirus HIV-2 est constitute par tes cellules Leu 3 (ou lymphocytes T4) 
humaines et pour des cellules O immortaltsees a derivees de ces lymphocytes T4, par exemple les cellules des 
lignees HUT-78 conslderees dans le cadre de cette demande. En d'autres termes, U a un tropisme speclfique 
pour ces cellules. II peut etre cultive dans des lignees permanentes du type HUT, CEM, MOLT ou analogue 
45 exprimant la proteine T4. II n'est pas infectieux pour les lymphocytes T8. II est cytoxique pour les lymphocytes 
T4 humains. Le caractere cytopathique des virus HIV-2 & regard des lymphocytes T4 se manrfeste notamment 
par I'apparition de cellules multinuclees. II a une activite de transcriptase inverse necessitant la presence 
d'lons Mg 2 + et presentant une forte affinlte pour le poly(adenylate-ollgodeoxythymldylase) (poly(Aj-oligo (dT) 
12-18). II aune densit6 d'environ 1,16 dans un gradient de sucrose. II a un diametre moyen de 140 nanometres 
50 et un noyau ayant un diametre moyen de 41 nanometres. Les lysats de ce virus contiennent une proteine p26 
qui ne croise pas Immunologiquement avec la proteine p24 du virus HTLV-I ou du virus HTLV-II. Ces proteines 
p26 presentent done un poids moleculalre un peu plus elevee (d'environ 1000) que les p25 correspondantes 
des HIV-1 et un peu molns eleveed (de nouveau de I'ordre d'environ 1000) que les p27 correspondantes des 
SIV. Les lysats de HIV-2 contiennent en outre une proteine p16 qui n'est pas recormue Immunologiquement 
55 . par la proteine p19 de HTLV-I ou de HTLV4I dans des essais de radloimmunopreciprtation RIPA (abreviatlon de 
I'expresslon anglaise "radloimmunopreciprtation assay"). Us contiennent en outre une glycoprotelne 
d'enveloppe ayant un poids moleculaire de I'ordre de 130.000-140.000 qui ne croise pas immunologiquement 
avec la gp110 du HIV-1, mais qui, par contre, croise immunologiquement avec la glycoproteine d'enveloppe 
gp140 de STLV-III. Ces lysats contiennent encore des proteines ou glycoproteines, marquables par la 
60 35 S-cyst6!ne, ayant des poids moleculaires respectivement de I'ordre de 36.000 et 42.000-45^00. L'ARN 
genomique de HIV-2 n'hybride pas avec TARN g6nomique de HIV-1 dans des conditions stringentes. Dans des 
conditions non stringentes, il n'hybride, ni avec la sequence nucleotldique derivee de HIV-1 et contenant le 
gene env et le LTR qui le Jouxte. En particulier H n'hybride pas avec la sequence de nucleotides 5290-9130 de 
HIV-1, nl avec des sequences de la region pol du genome de HIV-1, en particulier avec la sequence de < 
65 nucleotides 2170-2240. Dans des conditions non stringentes, il hybrids faibiement avec des sequences de 
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nucleotides de ta region da HIV-1, notamment las sequences de nucleotides 990-1070 et 990-1260. 

II est a remarquer que tout retrovirus infectleux pour I'homme susceptible d'lndulre un SIDA ayant les 
proprietes essentielles susdltes et dont I'ARN genomlque est susceptible de s'hybrtder dans les conditions 
stringentes avec ceux des souches virates de HIV-2 deposees a la C.N.C.M. (ou avec un cAON ou fragment de 
cAON derives de ces ARNs genomiques doit Stre consider© comma un equivalent de HrV-2. s 

L'invention concerns encore chacun des antigenes, notamment proteines et grycoprotelnes a I'etat purffie, 
tels qu*fls peuvent etre obtenus a partir de HIV-2. On parte de proteines ou grycoprotelnes *purtfiees" lorsque 
ces proteines ou giycoproteines ne condulsent respectrvement qu'a des bandes uniques en electrophorese 
sur geJ de pofyacrytamide. notamment dans les conditions experimentaies qui ont eta Indlquees plus hauL 
Tout precede approprte de separation et/ou de purification pour obtenlr chacune d'entxe elles peut 6tre 10 
utilise. On mentionnera a titre d'exemple de technique pouvant etre mise en oeuvre cello decrite par R.C. 
MONTELARO et Coll., J. of Virology, jutn 1982, pp. 1029-1038. 

D'une facon g6n6rala, l'invention concerns tous antigenes, notamment proteines, giycoproteines ou 
polypeptides issus d'un HIV-2 et ayant des proprietes tmmunologlques equlvalantes a ceux ou ceiies du HIV-2. 
Deux antigenes sont dits "equivalents" dans le cadre de cet expose, des lors qu'ils sont reconnus par les 15 
memes anticorps, notamment d'anticorps isolables a partir d'un serum obtenu a partir d'un patient ayant fart 
une infection avec un HIV-2, ou des lors qu'ils repondent aux condtions "d'equivalence Immunologique* 
indlquees ci-apres. 

Parmi les polypeptides, proteines ou giycoproteines equivalents, dotvent etre ranges des fragments des 
antigenes qui precedent (ou des ppeptldes reconstftues par synthase chrmique), des lors qu'ils donnent Neu 20 
a des reactions fmmunotogiques croisees avec les antigenes dont Hs sont derives. En d'autres termes, 
l'invention concerns tout polypeptide ayant en comrnun avec les susdrts antigenes, des epitopes identlques 
ou semblables, susceptibles d'etre reconnus par les memes anticorps. Font partie de ce dernier type de 
polypeptides les produfts d 'expression de sequences correspondantes des AD Ms cod ant pour les sequences 
potypeptidiques correspondantes. 25 

Lb virus HIV-2 s'est avert utUisable comma source d'antigenes pour ia detection d'anticorps chez toutes 
person nes ayant ete mlses en contact avec le virus HIV-2. 

D'une facon generate, (Invention concerns toute composition utiiisabie pour le diagnostic de la prtsence 
dans un serum fluide biologique, notamment de personnes ayant ete mlses au contact de HIV-2, d'anticorps 
contre I'un au moins des antigenes de HIV-2. Cette composition peut etre applique e au diagnostic selects de SO 
ia variete correspondante du SIDA, en mettant en oeuvre ies techniques de diagnostic, telies que decrttea 
dans la demands de brevet europeen citee cl-dessus, si ce n'est que Ton utilise des extralts, rysats ou encore 
antigenes purifies de HIV-2 au lieu de ceux de HtV-l. A cet egard, ('invention concerns plus particulierement 
des composition contenant Tune au moins des proteines p12, p16, p26, s'agissant des proteines Internes, ou 
Tune au moins des giycoproteines p36 ou gp140. On mentionnera a titre d'exemples de compositions, cedes 35 
qui contiennent stmultanement : 

- la p26 et la gp36, 

- la p26, les p36 et gp140 

- les p12. p16 et p26, 

- les p16, p26 et gp 140 AO 

II va de so! que ces compositions n'ont que vaieur d'exemples. En particufier. l'invention conceme les 

extraits ou fysats vtraux contenant ('ensemble de ces proteines et/ou grycoprotelnes out toutes fractions dont 
auront au preatable ete separees une ou plusieurs des proteines ou giycoproteines susdltes. 

L'invention concerns encore des compositions assoclant des proteines et/ou grycoprotelnes d'un HIV-2, 
avec des proteines et/ou giycoproteines d'un HtV-1, par exemple : 45 

- soft des proteines du noyau (core) de HIV-1 et de HIV-2, notamment les p25 d'un HJV-1 et p26 d'un HIV-2, ou 
encore soft (a p18 d'un HIV-1 et la p16 d'un HIV-2, 

- soit des giycoproteines d'enveloppe d'un HIV-1 et des giycoproteines d'enveloppe d'un HIV-2. notamment la 
gp110 de HIV-1 et la gp140 de HtV-2, ou encore (a p42 de HIV-1 et la p36 ou p42-46 de HIV-Z 

- sort natureilement des melanges de proteines et/ou grycoprotelnes d'un HIV-1 et de prot61nes et/ou 50 
giycoproteines d'un HIV-2. 

De teDes compositions, utiilsees pour le diagnostic, permettent par consequent des operations de 
diagnostic du SIDA ou des symptdmes qui lui sont associes, qui s'etendent sur un plus large spectre des 
agents etiologiques responsables. II va sans dire que ('utilisation pour les operations de diagnostic de 
compositions qui ne contiennent que des proteines et/ou grycoprotelnes de HIV-2 n'en reste pas moins utile 55 
pour des diagnostics plus selectffs de la cat 6 gone de retrovirus qui peut etre tenue pour responsable de la 
maladie. 

L'invention conceme encore les ADNs ou fragments d'ADNs, plus particulierement ADNs et fragments 
d'ADNs clones obtenus a partir de 1'ARN ou de cADNs derives de TARN du retrovirus HIV-2. L'invention 
conceme encore particulierement tous ADNs equivalents, notamment tout ADN presentant des homologies 60 
de sequences avec I'ADN du HIV-2, en particulier avec ies sequences cedent pour les regions env et pol de la 
souche de HIV-2 deposee a la C.N.C.M., au moins egates a 5CWd, de preference a 7Wo t et plus 
avantageusement encore a 90 <Vb. D'une facon generate, on dlra encore que l'invention conceme tout ADN (ou 
ARN) equivalent capable d'hybrider avec I'ADN ou t'ARN du HIV-2 dans la technique du "spot blot" dans des 
conditions non stringentes telies que d6fmies ci-dessus. 65 
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(.Invention concern© de ta meme facon les serums eusceptlbles d'etre produrts chez I 'animal par 
inoculation a ceiui-d de HIV-2. L'invention conceme done plus parti cunerement les anticorps polyctonaux plus « 
spectfiquement orlentes contre chacun des antigen bs, notamment proteines ou glycoprotelnes du virus. EUe 
conceme aussi les anticorps monoclonaux qui peuvent §tre produrts par des techniques classiques, ces 
5 anticorps monoclonaux etant orientes respectivement plus speeffiquement contre les differentes proteines du 
HIV-2. 

Ces anticorps poiyclonaux ou monoclonaux sont utllisables dans differentes applications. On mentionnera 
essentiellement leur utilisation pour neutrafiser les proteines correspondantes, voir Inhiber nnfectMt6 du virus 
entier. lis peuvent egaiement etre utilises, par example, pour mettre en evidence des antigenes viraux dans les 

10 preparations biologlques ou pour realiser des operations de purification des proteines et/ou gtycoproteines 
correspondantes, par example par ieur utilisation dans des colonnes de chromatographic d'affinlte. 

II est entendu que, d'une facon generate, ta literature technique disponible (notamment celle dont les 
references blbnographiques sont rappelees dans le cadre de la presente description) en ce qui conceme le 
HIV-1 et le virus denomme HTLV-III doit etre consideree comme faisant partie de ta presente invention, d6s tors 

15 que les techniques decrttes par cette frtterature s'appliquent dans des conditions sembiabies a Hsolement du 
virus HIV-2 ou de virus equivalents, a I'obtention a partir de ces virus de leurs differents constituants 
(notamment proteines, glycoprotelnes, polypeptides, addes nuclelques). On peut egaiement faire appel aux 
enseignements de cette litterature technique pour ce qui est de Implication des differents constituants 
concemes. notamment a des operations de diagnostic des formes correspondantes de SLA ou de S1DA. 

2D La presente invention conceme plus particulierement un precede de diagnostic in vitro du SIDA, qui 
comprend ia mlse en contact d'un serum ou d'un autre milieu biologlque prove nant d'un malade faisant I'objet 
du diagnostic avec une composition contenant Tune au moins des proteines ou gtycoproteines du HIV-2. ou 
encore un extralt ou lysat du virus, et ia detection de la reaction tmmunologique. Des exemples de telles 
compositions ont ete indiques plus haut 

25 Des methodes preferees mettent en Jeu par exemple des reactions immunoenzymatiques de type EUSA ou 
^immunofluorescence. Les tit rages peuvent §tre des mesures par immunofluorescence directe ou indirecte 
ou des dosages Immunoenzymatiques directs ou In directs. 

Ainsi ta presente Invention est egaiement relative a des extraits de virus (soft d'un extrait d'un ou plusieurs 
HIV-2 seulement, solt d'un melange d'extraits ortglnaires d'un ou plusieurs HIV-2, d'une part, et d'un ou 

30 plusieurs HIV-1 , d'autre part), ces extraits etant marques. On peut utfliser tout type de marqueur approprie : 
enzymatique, fluorescent, radioactif, etc.. 
De tels titrages comprennent par exemple : 

- le depot de quantltes determlnees de I'extrait ou des compositions visees oonformes a la presente invention » 
dans les pults d'une mlcroplaque de titrage ; 

35 - Introduction dans ces pults de dilutions croissantes du serum contenant essentiellement les anticorps dont f 
la presence doit etre detectee in vitro : a 

- I'incubation de la microplaque ; 

- le lavage soigneux de la microplaque avc un tampon approprie ; _ 

- rintroduction dans les pults de la microplaque d'anticorps marques specifiques d'lmmunoglobuiines 
40 humaines, le marquage etant realise par une enzyme choisle parmi celles qui sont capables d'hydrolyser un 

substrat de telle sorts que ce dernier sublt aJors une modification de son absorption des radiations, au moins 
dans une bande de longueurs d'ondes determinee et 

- la detection, de preference de facon comparative par rapport a un temoin, de Pimpartance de Thydrolyse du 
substrat en tant que mesure des risques potentiels ou de la presence effective de la maJadie. 

45 La presente Invention est egaiement relative a des neessaires ou "kits" pour le diagnostic cl-dessus, 
lesqueis comprennent : 

- un extrait ou une fraction plus purifiee des types de virus Indiques ci-dessus, cet extralt ou fraction etant 
marque, par exemple de facon radioactive, enzymatique ou immunofluorescence ; 

- des antWmmunoglobulines humaines ou une prot6ine A (fixee de facon avantageuse sur un support 
SO insoluble dans I'eau, tel que des billes d'agarose) ; 

- un extrait de lymphocytes obtenus a partir d'une personne en bonne sante ; 

- des tampons et, le cas echeant des substrate pour la visualisation du marquage. 

De ce qui precede, il resutte que rinvention conceme le diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant grace a la 
mise en oeuvre des sondes decrttes precedemment dans un precede faisant appel a differentes 6 tapes 

55 rappelees c nap res, ces etapes etant specifiquement prevues pour faire apparaTtre les proprietes 
caracteristiques du virus HIV-2. 

L'invention conceme naturellement aussi {'utilisation des cADNs ou de leurs fragments (ou de 
recombinants les contenant) en tant que sondes, pour le diagnostic de la presence ou non de virus HIV-2 dans 
des echantOIons de serums ou d'autres liquldes ou tissus biologlques obtenus a partir de patients suspectes 

60 d'etre porteurs du virus HIV-2. Ces sondes sont de preference marquees egaiement (marqueurs radio-actifs, 
enzymatiques, fluorescents, etc.). Des sondes particulierement interessantes pour la mise en oeuvre du 
procede de diagnostic du virus HIV-2 ou d'un variant de HIV-2 peuvent etre caracterisees en ce qu'elles 
comprennent ta totaJite ou une fraction de I'ADNc complerrmrrtaire du genome du virus HIV-2 ou encore 
notamment les fragments contenus dans les divers clones identifies ci-dessus. On mentionnera plus • 

65 particunerement une fraction de I'ADNc de HIV-2 contenu dans le clone E2, plus particulierement ia sequence 
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de rextremrte 3* (LTR) et/ou de rextremlte 5' de la sequence HIV du done E2 precfte. ou encore I'ADNc 
contenant la region env , de I'ADNc du virus HIV-2. 

Les sondes nrtlses en oeuvre dans ce proced6 de diagnostic du virus HIV-2 et dans lea kits de diagnostic, ne 
sorrt en auoune facon reduites aux sondes decrttes precedemment Elles comprennent au contraire toutes les 
sequences nucleotidiques Issues de genome du virus HIV-2, d'un variant de HIV-2 ou d'un virus proche par sa 5 
structure, des lors qu'elles permettent la detection dans des flukjes biologiques de person nes susceptibles 
de developper un SI DA d'antl corps diriges contra un HIV-2. Naturellement I'utfllsation de sequences 
nucleotidiques Issues d'un HIV-2, inrtlalement infectieux pour I'homme, est neanmoins p referee. 

La detection peat etre reafisee de toutes facons en sol connues, notamment par une mise en contact de ces 
sondes solt avec les ad des nuclei ques obtenus 6 parti r des cellules contenues dans ces serums ou autree 10 
milieux biologiques. par example llquides ceprtalo-racnidlens. saiive, etc., sort avec ces milieux eux-memes 
des lors que leurs acides nucleiques auront ete rendus accesslbles a r hybridation avec ces sondes, et ce 
dans des conditions permettant I'hybridation entre ces sondes et ces acides nucleiques et par une detection 
de I'hybridation eventuellement produite. Le susdit diagnostic mettant en jeu des reactions d*hybiidation peut 
egalement etre realise a I'aide de melanges de sondes respecttvernent originalres d'un HIV-1 et d'un HIV-2, 15 
des lors qui! n'est pas necessaire de falre une difference entre le type de virus HIV recherche. 

D*une facon generate, le proced6 de diagnostic de la presence ou non du virus HIV-2 ou d'un variant dans 
des ech amnions de serums ou d'autres iiquldes ou tissue obtenus a parti r de patients suspectes d'etre 
porteurs du virus HIV-2 comprend les 6tapes suivantes : 

1 ) la fabrication d'un sonde marquee , so 

2) au moins une 6 tape d'hybridation condulte dans des conditions stringentes. par mlse en contact de 
I'ADN de cellules de I'echantillon du patient suspect avec lad ft e sonde marquee sur une menmbrane 
appropriee, 

3) le lavage de ladite membrane avec une solution assurant la conservation de ces conditions 
stringentes de rhybridation, 25 

4) la detection de la presence ou non du virus HIV-2 par une methode d 'Immunodetection. 

Dans un autre mode de realisation prefers du precede selon llnvention I'hybridation precttee est condulte 
dans des conditions non stringentes et le lavage de la membrane est realise dans des conditions adaptees a 
cetles de I'hybridation. 

Llnvention concerns en particuUer les virus HIV-2, caracte rises par le fait que leur ARN viral est en 30 
correspondance avec un ADNc dont les regions contenant les genes gag et env com portent respecttvernent 
les sequences nucleotidiques qui suivent (GAGRODN et ENVRN). Bles resuitent du sequencage des regions 
correspond antes de I'ADNc correspondent au genome de HIV-2 ROD. Elles sont mises en correspondance 
avec les acides amines qu'elles codent. 
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CAGRODM 



He tClyAlaArgAsnSerValLeuArgGlyLysLysAlaAapGlu 
ATGGGCGCGAGAAACXCCGTCTTGAGAGGGAAAAAAGCAGAIGAA 

• • • - • * 

LettGXuArgXleArgI-eaArgProGXyCXyI.ysLysLysXyrArg 

XXAGAAAGAAXCAGGIXACGGCCCGGCGGAAAGAAAAAGXACAGG 

■ 

• • * • • » 

LeuLysHisIleValXrpAlaAlaAsnXysI-euAspArgPheCly 
CXAAAACAXAXXGXGXCGGCACCGAAXAAAXXGGACAGAXXCGGA 

100 . \ . - 

LeuAlaGluSerLeuLeuGluSerLysGluGlyCysGlaLyalle 
XXAGC AGAGAGCC XGXXGGAGT CAAAAGAGGGXXGXCAAAAAAXX 

LeuXhrValLeuAspProHetValProXarGlySerGluAsnLeu 
CXXACAGXXXXAGAXCCAAXGCXACCGACAGGXXCAGAAAAXTXA 

- . 200 • 

LysSerLeoPheAsnXbrValCys Va t IleTrpCys IleEisAla 
AAAAGXCXXXXXAAXACXGXCXGCGXCAXXXGGXGCAXACACGCA 
-"•-•"•* * i ' ' " • '** - . • » • 

GluGluLysValLysAspXhrGluGlyAlaLysGlnlleValArg 
GAAGAGAAAGXGAAAGAXACXGAAGGAGCAAAACAAAXAGXGCGG 
* ■ /• -* : - - . .'300 • • 

ArgEiaLeuValAlaGXoXhrGlyXhrAlaGXuLysHetProSer 
AGACAXCXAGXGGCAGAAACAGGAACXGCAGAGAAAAXGCCAAGC 

XhrSerArgProXnrAXaProSerSerGXuLysGXyGXy'AsnXyr 
ACAAGXAGACCAACAGCACCAICXAGCGACAACGGAGGAAAXXAC 

400 

Pro ValCluHis ValGlyClyAsuXyrTarHisIlePr oLeuSer 
CCAGXGCAACAXGXAGGCGGCAACXAGACCCAXAXACCGCXGAGX 

• • • • • 
ProArgThrLeuAsnAlaTrp VaXLysLeaVa XGXuGXuXiysLys 
C CC CGAACCCXAAAXGCC XGGGXAAAAXXAGXAGAGG A A A A A A A G 

PbeGlyAIaGluValValProGlyPheGloAlaLeuSerGloGly 
XXCGGGGCAGAAGXAGXGCCAGGAXXXCAGGCACXCXCAGAAGGC 

500 . 
CysXhrProXyrAsptleAsnGlnHetLeuAsnCys ValGlyAsp 
XGCACGCCCXAXGAXAXCAACCAAAXGCXXAAXXGXGICGGCGAC 

RisGXnAXaAXaHetGXnXLeXXeAr^GluXXeXXeAsnGXaClu 
C AX C AAG CAG CCAXGC AGAXAAXCAGGGAG AXXAXCAAX GAGG AA 

^ 600 * • 

AXaAXaGIarrpAspValGXaRifiProTXeProGlyProLeuPro 
GCAGCAGAAXGGGAXGXGCAACAXCCAAXACCAGGCCCCXXACCA 

AXaGXyGXxrLeaArgGXuProArgGXySerAspXXeAXaGXyXbr 
GCGGGGCAGCXXAGAGAGCCAAGGGGAXCXGACAXAGCAGGGACA 

700 

XarSerXhrVaXGXoGXttGXnXXeGXnXrplIetPhaArgProCXn 
ACAAGCACAGXAGAAGAACAGAXCCAGXGGAXGXXXAGGCGACAA 
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AsaProYalP.roValGlyAsaXlaXyrArgArgXrpXlaClaXlc 
AAXCCXCXACCAGXAGCAAACAXCXAXAGAACAXGCAXCCAGAIA 

• " • • 800 # 

ClyLettGlaLysCy»VAlArgMetXyrAsaProXarAa*aIleX.ea 
GGAXXGCAGAAGXGXGXCAGGAIGXACAACCCGACCAACAXCCJA 

• • • • 
AapXleLyaGlnGlyProLyaGlaProPneGlaSerXyrValAsp 
GACAXAAAACAGGGACCAAAGCAGCCGXICCAAAGCXAXGTAGAX 

• • • • 900 
ArgPheXyrLysSerLeuArgAlaGluClaXhrAspProAlaVal 
AGAXXCXACAAAAGCXXGAGGGCAGAACAAACAGAXCCAGCAGXG 

• • • • • 
LyaAsaXrpMetXhrGlaXnrLeuLeuYalGlaAsaA'laAsaPro 
AAGAAXIGGAXGACCCAAACACXGCXAGXACAAAAXCCCAACCCA 

• • • • * »> 
AspCysLyaLeaValLeaLysGlyLeuGlyHetAaaProXhrLea 
-GACXGXAAAXXAGXGCXAAAAGGACXAGGGAXGAACCCXACCXXA 

1000 . . . 

GluGluHetLeurhrAlaCysGlaGlyValGlyGlyProGlyCla 
GAAGAGAXGCXGACCGCCXGXCAGGGGGXAGGXGGGCCAGGCCAG 
• • • • • * » 

LyaAlaArgLeaNetAlaGloAlaLeulysGluValXleGlyPro 
AAAGCXAGAXXAAXGGCAGAGGCCCXGAAAGAGGXCAXAGGAGCX 
1100 - . . • 

AlaProXleProPaeAlaAlaAlaGlaGlaArgLyaAlaPaeLya 

GCC C C XAXCC CAXXCGCAGCAGCCC AGCAGAGAAAGGCAXXXAAA 

r. . * - 

» . • «■ 

CyaXrpAaaCysGlyLysGlaGlyHxaSerAlaArgGlaCysArg 
XGCXGGAACXGXGGAAAGGAAGGGGACXCGGCAAGACAAXGCCGA 

1200 

AlaProArgArgGlaGlyCysXrpLysCysGlyLyaProGlyHis 
GCACCXAGAAGGCAGGGCXGCXGGAAGXGXGGXAAGCCAGGACAC 

• • • • 
XleHetXhrAsaCysProAapArgGlaAlaGlyPheLeuGlyLta 
AXCAXGACAAACXGCCCAGAXAGACAGGCACGXXXXXXAGGACXG 

1300 

GlyProXrpGlyLysLysProArgAaaPbePrQValAlaGlaVal 
GGCCCXIGGGGAAAGAAGCCCCGCAACXXCCCCGXGGCCCAAGXX 

• • • • • 
ProGlaGlyLeuXhrProXhrAlaProProValAapProAlaVal 
CCGCAGGGGCXGACACCAACAGCACCCCCAGXCGAICCAGCAGXG 

• • • • 

AspLeuLeuGluLysXyrUetGlaGLaGlyLysArgGlnArgGla 

GAXCXACXGGAGAAAXAXAXGCAGCAAGGGAAAAGACAGAGAGAG 
1400 . 

GlaArgGluArgProXyrLysGluValXhrGlaAspLeaLetxHit 
CAGAGAGAGAGACCAXACAAGGAAGXGACAGAGGACXXACXGCAC 

• • • • 
LeuGlaGlnClyGlaXhrProXyrArgGluProProXurGluAsp 
C X CGAG C AGG G G GAG AC AC C AX AC AG G GAG C C AC C AA C AGAGG AC 

■ . 1500 . 

LeuLenHisLeaAsnSerLeuFneGlyLysAspGla 
XXGCXCCACCXCAAXXCXCXCXXXGGAAAAGACCAG 
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Me t&e LAsnGiaLeuLeuIleAlalleLeuLeaAlaSerAlaCys 
AXGAXGAAXCAGCXGCXXAXXGCCAXXXXAXXACCXAGICCXXGC 

LenValXyrCysXhrGlalyrValXhrValPheXyrClyValPro 
XTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTXXTCTATGGCGXACCC 

• • • • • 
XarXrpLysAsaAlaXlirIleProLeuPaeCysAlaXarArgAs& 
ACGXGGAAAAATGCAACCAXXCCCCXCXXXXGXGCAACCAGAAAX 

100 . - 

ArgAapXarlrpGlyXarlleGlnCyaLeuProAspAsiiAspAsp 
AGG G AX AC XX GG GGAA CC AXAC AGXG C XX G C C XG AC AAX G AX G AX 

• •- • • • 
XyrGlnGlaXleXhrLeuAfinVaXXhrGluAlaPheAspAXaXrp 
XAXCAGGAAAXAACXXXGAAXGXAACAGAGGCXXXXGAXGCAXGG 

200 

A9iiA8BXbrValXarGlnGlnAlaXleGluAsp7aXXrpHisLen 
AAXAAXA CAGXAACAGAA C AAG C AAX AGAAGAX GX C XGG C AX CXA 

PheGluXbrSerXleLyaProCysValLysLeoXarProLe^Cys 
XXCGAGACAXCAAXAAAACCAXGXGXCAAACXAACACCXXXAXGX 

300 

ValAlaMetLysCysSerSerXhrGluSerSerXhrGlyAsnAan 
GXAGCAAXGAAAXGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 

• • • • 
XhrlhrSerLyiSerXhrSerXhrXhrXhrlhrXhrProXhrAsp 
ACAACCXCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 

. • • 400 

ClnGluGlnGluIleSerGl/aAspXhrFroCysAlaArgAlaAsp 
CAGGAGCAAGAGAXAAGXGAGGAXACXCCAXGCGCACGCGCAGAC 

• • • • • 
AsnCysSerGlyLeuGlyGluGluGluXbrlleAsnCysGlnPhe 
AACXGCXCAGGAXXGGGAGAGGAAGAAACGAXCAAXXGCCAGXXC 

• • • • 
AsnHetXhrGlyXeuGluArgAspLysLysLysGlnXyrAsxiGln 
AAXAXG A C AG G AXXA GA AAGAG AX AAGAAAAAAC&G XAX AAX G AA 

500 , m • m • • • 

XbrXrpXyrSerLysAspYalYalCysGlaXhxAsnAsaSerXhr 
ACAXCGXACX.CAAAAGAXGXCGXXXGXGAGACAAAXAAXAGCACA 

• . — . * • • * 
AsnClttTbrGlnCysTyrMetAsnEisCysAssThrSerVallle 
AAXCAGACCCAGXGXXACAXGAACCAXXGCAACACAXCAGXCAXC 

. » 600 • 

XhrGluSerCysAcpLysEisXyrXrpAspAlalleArgPheArg 
A C AG AAX CAX GXGACAAG C ACXAXXGGG AXG C XAXAAGGXXXAGA 

«. • • • 

XyrCysAlaProProG lyXyrAlaXcuLcuArgCysAsnAspXhr 
XACXGXGCACCACCGGGXXAXGCCCXAXXAAGAXGXAAXGAXACC 

700 

AsnXyrSerGljPfaeAlaProAsnCysSerLysValValAlaSer 
AAXXAXXCAGGCXXXGCACCCAACXGXXCXAAAGXAGXACCXXCX 
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ThrCyiXhrArsM«tMctClttThrCXaThrS«rTlirTr»Ph€ClT 
ACAXGCACCAGGJLXGAXCCAAACCCAAACTICCACAXGGXXXCCC 

800 

SbeAanClyXhrArgAlaCluAaiiArgXhrTyrXlaXyrXrpHia 
XXXAAXGGCACXAGAGCAGAGAAXAGAACAXAIAICXAIXGGCAI 

• • • • 

ClyArgAspAsnArgXhrllelieSerLeuAsnLysXyrXyrAsn 
GGCAGAGAXAAXAGAACXAXCAXCACCXXAAACAAAXAXXAXAAI 

• • • . 900 
LeuSerieuEi.sCysLysArgProGlyAsnLyaXhrValLysGla 
CXCAGIIICCAXXGXAAGAGGCCACCGAATAACACAGXGAAACAA 

Hf?5^^ 1 SH" Gl7H ^ VAlPheEi * SerHi9T y^l a Pro 
AXAAXGCXXAXGXCAGCACAXCICXXXCACTCCCACXACCACCCG 

• • • • • 

AleAanLyaArgProArgGlnAlaXrpCyaXrpPaeLyaGlyI.ya 

AXCAAXAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCXGGXXCAAAGGCAAA 
:. # 1000 # . . . 

TrpLyaAapAlaMatClnGlnValLyaThrLaoAlaLyaHiaPro 
TGGAAAGACGCCAXGCAGGAGGXGAAGACCCXXGCAAAACAXCCC 

• • • • - • 
^raXyrArgGlyXhrAaaAspXbrAxgAanlleScrPheAlaAla 

AGGXAXAGAGGAACCAAXGACACAAGGAAXAXXAGCXXXGCAGCG 

1100 9 
FroGl yLy sG lyS crAspProG luValAlaXyrMe tXrpXarAaa 

CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAAGXAGCAXACAXGXGGACXAAC 
• • • # 

CyaArgClyGlttPbeLeuXyrCyaAanHetlhrXrpPheLettAsn 

XCCAGACGAGAGXXXCXCXACXCCAACAXGACXXGGIXCCXCAAX 

1200 

XrpIleGlttAsxxLyaXhrHiaArgAsnXyrAlaProCyaHialle 
TGCAXAGACAAXAAGACACACCGCAAXXAXGCACCGXGCCAXAXA 

• • • • 
LyaGinllelleAanXhrXrpHisLyaValGlyArgAanValXyr 
AAGCAAAXAAXXAACACAXGGCAXAAGCXACGGAGAAAXGIAIAX 
» « - * • . • 1300 
LeuProProArgGluClyGluLeuSerCyaAaaSerlhrVallhr 
XXGCCXCCCAGGGAAGGGGAGCXGXCCXGCAACXCAACAGXAACC 

* * • • • 

SerllelleAlaAanlleAspXrpGlnAanAaisAsaG lnXhrAsn 

AGCATAAXXGCXAACAXXGACIGGCAAAACAAXAAXCAGACAAAC 

XleXhrPheSerAlaCluYalAlaGluLeuTyrArgLeuCluLea 
AXTACCTTXAGTGCAGACGXGGCAGAACXAIACAGAIXGGAGXXC 

i«o 

ClyAapTyrLyaLauYalCloIleXhrProIleGlyPheAlaPro 
GCAGAXXAXAAAXXCCXACAAAXAACACCAAXXGGCXXCGCACCX 
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XarLysCluLysArgXyrSerSerAlaHisC lyArgHisXarArg 
ACAAAAGAAAAAAGATACTCCTCTGCTCACGCGAGACATACAAGA 
1500 

ClyValPHeValLeuClyPheLeuClyPheLeuAlaXhrAlaGly 
5 GCXCXGXXCGXGCXAGGGXXCXXGGGXXXXCXCGCAACAGCAGGX 

• • • • 

SerAlaKetG lyAlaArgAlaSerLeuXhrValS erAlaG lnSer 
XCXGCAAXGGGCGCXCGAGCGXCCCXGACCGXCXCGGCXCAGXCC 

10 m • 1600 

ArgXhrLeuLeuAlaGlylleValGlnGlnG lnG InG lnLeuLeu 
CGGACTTtACTGGCCGGGATAGTGCAGCAACAGCAACAGCTGTTG 



15 



20 



25 



30 



^jValValLysArgGlnClnGluXeuLeuArgLeuThrVa IXrp 
CACGXGGXCAAGAGACAACAAGAACXGXXGCGACXGACCGXCXGG 

. 1700 

ClyThrLysAsnXeuGliiAlaArgValThrAlalleGlttLysTyr 
CCAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGXCACXGCXAXAGAGAAGXAC 

• *"•'-*• • m 

LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAsnSerXrpGlyCysAlaPheArg 
CXACAGGACCAGGCGCGGCXAAATTCATGGGGATCTGCGTTTAGA 
• • • 1800 

ClaValCysHisXarXhrValProXrpVa lAsuAs pSerLeuAla 
CAAGXCTGCCACACXACXGIACCAIGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 

• • • • 
ProAspXrpAspAsnMetXhrTrpGlnGluXrpGluLysClnVal 
CCXGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 

• • • • • 
Arg X y r l/e u G luAl aAsnl feSerLys S eVtcuGluG 1'uAl a*G In" 
CGCXACCXGGAGGCAAAXAXCAGXAAAAGXXXAGAACAGGCACAA 

1900 . 

05 glcClnGlnGluLysAsnMe tTyrGlttLeuGltiLy sLeuAsnSer * 

ATX CAG CAAGAG AAAAAXAX GXAX G AA C XAC AAAAAXXAAAXAG C 

• • • • • * 
TrpAspXlePheGlyAa&XrpPheAspLeuXhrSerXrpValLys 

TCGGAXATTTXTGGCAAXXGGIXXGACXXAACCXCCXGGGXCAAG * 
* m 2000 

TyrlleGlnXyrGlyValLeuIlelleValAlaValXleAlaLeu 
SAX AXX CAAX AXGG AG XGC XX AX AAXAG XAGC AG XAAX AG CTXXA 

• • • • m 

45 ArglleVallleXyrVaiValGlnHetLeuSerArgLeuArgLys 
ACAAXAG XG A I AX AX G TAG XA CAA AX G XXA AG XAGGC XX AG AAAG 

2100 

UgXyrArgProValPheSerSerProProGlyXyrXleGlnCln 
CCCIAXAGGCCXGXXXXCXCIXCCCCCCCCGGXXAIAICCAAXAG 

50 
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IleKiBlleKisLysAapArsGlyClnProAlaAanClttGlttThr 
AXCCAXATCCACAAGGACCGGGGACAGCCAGCCAACGAAGAAACA 

2200 

GluGluAspGlyGlySerAsnGlyGlyAspArgXyrXrpProXrp 
GAAGAAGACGGXGGAAGCAACGGXGGAGACAGAXACXGGCCGXGG 
• • • • • 

ProIleAlaTyrlleHisPheLeuIlaArgGlnLeuIleArgLett 
GCGAXAGCAXAXAXACAXXXCCXGAXCCGCCAGCXGAXXCGCCXC 

• • • • ■ 

LeuXhrArgLeuXyrSerlleCysArgAspLeuLeuSerArgSer 
XXGACCAGACXAXACAGCAXCXGCACGGACXXACXAXCCAGCAGC 
2300 

PheLeuXhrLeoGlnLeuXleXyrGlnAsnLeoArgAspXrpLjea 
XXCCXGACCCXCCAACTCAXCXACCAGAAXCXCAGAGACXGGCXG 



10 
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ArgLeuArgXhrAlaPheLeuGlnTyrGlyCysClaXrpXleGln 
AGACXXAGAACAGCCXXCXXGCAATAXGGGXGCGAGXGGAXCCAA 

• 2400 • • • 20 

GluAlaPheGlnAlaAlaAlaArgAlalhrArgGluXarLeaAla 
GAAGCAXXCCAGGCCGCCGCGAGGGCXACAAGAtfAGACXCXXGCG 

• • • •• 
GlyAlaCysArgGlyLeuXrpArgValLeuGluArgXleGlyArg 
GGCGCGXGCAGGGGCXTGXGGAGGGXAIXGGAACGAAXCGGGAGG 25 

2500 

GlylleleoAlaValProArgArglleArgGlnGlyAiaGlttlle 
GGAAXACXCGCGGXXCCAAGAAGGAXCAGACAGGGAGCAGAAAXC 

* • • • • 30 

AlaLeuLett****GlyXhrAlaValSerAlaGlyArgLeuIyrGlu 
GCCCXCCTGXGACGGACGGCAGXAXCAGCACGGAGACXXXAXGAA 

2600 

XyrSerHetGluGlyProSerSerArgLysGlyGluLysPheVal 
XACXCCAXGGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGAGAAAAAXXXGXA 

• • • • 
GlnAlaXhrLysXyrGly 
CAGGCAACAAAAXAXGGA 

40 



Comma deja indique plus haut ('invention conceme naturellement tous tea HIV-2 dont las ARNa presentent 
das caracteristiques semblables, en particuliar des regions gag et env comportant dea sequences ayant das 46 
homologies de sequence nudeotidique d'au moins 50*Vb, de preference 7TXV6 et plus avantageusement encore 
90*Vb avec les sequences gag et env de HIV-2 ROD. 

(.'invention conceme plus parti cullerement les fragments d'ADNc qui codent respective ment pour lea 
proteines p16 f p26 et p12 et qui sont egalement Indues dans GAGRODN. En particuliar elle conceme las 
sequences s'etendant : SO 

- a partlr du nucleotide 1 jusqu'au nucleotide 405 (codant pour p16) 

- a partlr du nucleotide 406 jusqu'au nucleotide 1 155 (codant pour p2B) et, 

- a partir du nucleotide 1156 jusqu'au nucleotide 1566 (codant pour p12). 

Ella conceme aussi plus particuflerement te fragment d'ADNc codant pour la gp140 Indue dans ENVRN et 
s'etendant a partir du nucleotide 1 Jusqu'au nucleotide 2574. 55 

Elle conceme egalement les sequences de nucleotides qui so dlstinguent des precedentes par des 
substitutions de nucleotides mettant a profit la degenerescence du code genetique, des lors que ess 
substitutions n entraTnent pas une modification des sequences en addes amines que codent tesdKes 
sequences de nucleotides. 

De meme (Invention conceme les proteines ou gtycoprotefnes dont les sequences en acides amines 60 
correspondent a cellos qui decoulent des pages precedentes. ainsi que les peptides equivalents a savolr des 
peptides se distinguant de ceux qui decoulent des pages precedentes par addition, substitution ou deletion 
d'addes amines qui n'affectent pas les propnetes immunologlques globaias desdlts peptides. 

L'invention conceme tout particulierement la glycoproteine d'enveloppe presentant ta sequence en addes 
amines qui decoule de ENVRN. 66 
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|_" invention con came egalement une composition tmmunogene caracterisee en ce qu'elle est dosea en 
anUgene. tel que la gp 140 du virus HIV-2, de tacon a permettre radminlstration de doses unltaires de 10 a 500, 
notamment du 50 a 100 mg par kg de corps. 
Enfin invention concerne un precede de fabrication de rune des protelnes susdefinies (p12, p1 6 ou p26) ou 

5 d'une protelne ayant la structure de gp140, ou de parties determines de ces protelnes. ce precede etant 
caracterise par I'lnsertion de la sequence d'adde nucleique correspondante dans un vecteur susceptible de 
transformer un hdte cellulalre cholsl et de permettre ['expression d'un Inserat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cet hdte choisf par (edit vecteur contenant ladlte sequence nucleique, par la culture de 
Thdte ceOulaire transforme et par la recup6raUon et la purification de la protelne exprimee. 

10 Les techniques decrftes dans la demande de brevet europeen 85.905313 9 deposee le 18 Octobre 1985 
pour la production de peptides ou de protelnes consistant en des products d' expression de sequences 
d'acldes nucleiques derivees du genome de HIV-1 sont appllcables egalement a la production des susdits 
peptides ou protelnes derives de HIV-2. La description de cette demande de brevet europeen doit etre 
conslderee comme faisant partie de la presente demande en ce qui concerne les techniques. 

15 A titre indicalff. les poids molecuiaires theoriques (PM)" des protelnes de HIV-2 sont Indiques. en 
comparalson avec ceux de HIV-1. 





PM des protelnes 


de HIV-2 


PM des protelnes 


pour 


2D 


en kd 




en kd 






gag complet 


58,3 


aaa complet 


55,8 


25 


p 16 


15 


p 18 


14,9 




p 26 


27,6 








P 12 


15,8 






30 


env 


98,6 


env 


97,4 




env externe 


57,4 








env transmem- 


41,2 






35 


branaire 









HIV-2 MIR et HIV-2 ROD ont egalement et6 deposes a la •National Collection of Animal Cell Cultures" 
(ECACC) a SALISBURY (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les numeros d'acces 87. 01.1001 et 
87. 01.1002 respective ment. 

De plus, les plasmides pROD35 et pROD27,5 ont ete deposes a la "National Collection of Industrial 
Bacteria" (NCIB) a ABERDEEN (Grande Bretagne) le 9 Janvier 1987 sous les numeros d'acces respectrfs 
12398 et 12399. 

Toutes les publications auxqueltes il a ete fait reference dans cette description dolvent etre considerees 
45 comme faisant partie de cette description. 
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Revendlcations 

1 - Retrovirus HIV-2 ou des variants de ce virus, ces retrovirus ayant des proprietes irtfectteuses 
vis-a-vis des lymphocytes T4 humains, et les proprietes morphologlques et frnrnunologkjues essentleUes 20 
de Tun des r&trcvirus deposes a la CNCM sous les no 1-502, 1-532, 1-642 et 1-643. 

2 - Retrovirus purtfle salon la revendication 1 , caractertse par les proprietes survantes : 

- la cfble preferentJelle du retrovirus HIV-2 est constitute par les cellules Leu3 (ou ryrnphocytes T4) 
humaines et pour des lignees celiuiaires permanentes derivees de ces ryrnphocytes T4 ; 

- II est cytotoxique pour les lymphocytes T4 humains qu'll infecte ; 25 

- II a une activrte de transcriptase Inverse necessttant la presence d'lons Mg*+ et pre sen tant une forte 
activrte pourle pory(adenytate-oiigod6oxythylrnldyIase) {pory(A)-oltgo(DT) 12-18) ; 

- II a une densite d*environ 1,16 dans un gradient de sucrose ; 

- II a un diametre moyen de 140 nanometres et un noyau ayant un diametre moyen de 41 nanometres ; 

- il peut etre curttve dans des lignees permanentes exprimant la proteins T4 ; so 

- II n'est pas Inf ectteux pour les lymphocytes T8 ; 

- les rysats de ce virus cortttennent une protein© p26 qui ne crotee pas Immunoioglquement avac la 
protelne p24 du virus HTLV-1 ou du virus HTLV-2 ; 

- ces rysats contlennent en outre une proteine p16 qui n'est pas reconnue immunoioglquement par la 
proteins pi 9 de HTLV-1 ou de HTLV-2 dans des essais de radloirnmuno-preclprtation ; 35 

- lis contlennent en outre une glycoproteins d'enveloppe ayant un poids moleculaire de I'ordre de 
130.000-140.000 qui ne crolse pas Immunoioglquement avec la gp1 10 du retrovirus HJV-1 ; 

- ces rysats contlennent encore une molecule, marquable par la S6 S-cysteine, ayant un poids moleculaire 
apparent de I'ordre de 36.000 ; 

- I'ARN genomique de HIV-2 n'hybride ni avec TARN genomique, ni avec le gene env , nl avec les LTR de 40 
HIV-1 de HIV-1 dans des conditions strtngentes ; 

- I'ARN genomique de HIV-2 hybrids faJblement dans des conditions non strtngentes avec des sequences 
de nucleotides de la region £ag du genome de HIV-1 . 

3 - Retrovirus seion la revendication 2, caracterlse en ce que des rysats de ce retrovirus contlennent 
egalement une molecule ayant un poids moleculaire apparent de I'ordre de 42.000-45.000. 45 

4 - Retrovirus seion Tune queiconque des revendlcations 1 a 3, caracterlse en ce que la sequence 
comprenant la region R et la region U3 de la sequence comprenant son ARN genomique contlent une 
sequence nucteotidlque en correspondence avec la sequence de nucleotides : 

50 
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GTGGAAGGCGAGACKIAAAGCAAGAGG^ 

GAACAGCTATACTTGGTCAGGGCAGGAAGZAA^AACAGAAACAGCXGAG 

ACTGCAGGGACXTTCCAGAAGGGGCTGXAACCAAGGGAGGGACATGGGAG. 

GAGCTGCTGGGGAACGCXTCATAl'ICTC'M 

C&TTCTACTTCAGTCGCTCTCk^ 
'GATCTC^CAGCfO&GAOGGATGAGOCrGGGTO 
; CCAGCACTTGGCCGGTTGCTGGCAGACGGCC^ 
^ACCTTCCTIAATAAAGCrGCAGTAGk^ 

5 -Retrovirus selon I'une quelconque des revsndications 1 & 4, caract6rts6 en c© que son ARN 
g&nomique contlent une sequence gag en correspondence avec la sequence de nucleotides : 
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CAG&ODB . 

AXGGGCGC GAGAAA CXCCGTCTTGACAGGtf AAAAAA CCAGAXCA A/ 
XXACAAAGAJ^CAGGXIACCGCCCCCCGGAAAGAAAAAGXACAGC 



AGACAXCXAGXGGCAGAAACAGGAACXGCAGAGAAAAXGCCAAGC 

• • • • 

ACAAGXAGACCAACAGCACCAXCXAGCGAGAAGGGACGAAAXXAC 
. • • 400 

CCAGXGCAACAXGXAGGCGGUAACXACACCCAXAXACCGCXGAGX 

• . • • » - • 

T a 

C CC C GAACC C XAAAX G CC XGCGXAAAAXX AGXAGAGG AAAAAAA C 



XXCGGGGCAGAAGXAGXGCCAGGAXXXCAGGCACXCXCAGAAGGC 
500 . . 

XGCACGCCCXAIGAXAXCAACCAAAXGCXXAATTGXGXGGGCGAC 



GCGGGGCAGCXXAGAGAGCCAAGGGGAXCTGACAXAGCAGGGACA 

. # . 70 ° 
ACAAGCACAGTACAAGAACAGAXCCAGXCGAXGXXXAGGCCACAA 



10 



CXAAAACAXAXXCXGXCGGCAGCGAATAAAXXGGACAGAXXCGCA 
100 , . m . . 

XXAGCAGAGAGCCXGXXGGAGXCAAAAGAGGGXXGXCAAAAAAXX 15 



C XX AC AGX XXXAGAX CC AAX GGXAC C GACAGGXT C AGAAAAXXTA 

200 . .. .. a? 

AAAAGXCXXXXXAAXACXGXCXCCCXCAXXXCGXGCAXACACGCA 



GAAGAGAAAGXGAAACAXACXGAAGGAGCAAAACAAAXAGXGCGG 

300 



30 



40 



46 



CAXCAAGCAGCCAXGCAGAXAAXCAGGGAG4tXAXCAAXGAGGAA 

• 600 ... . . SO 

GCAGCACAAXGGGAXGXGCAACAXCCAAXACCAGGCCCCXXACCA 
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AAXCCXGXACCAGXAGCAAACAXCXAXACAAGAXGGAXCCAGAtA 

• ** . soo • : 

CGATXCCAGAAGXCXGXCACGAXGXACAACCCGACCAACAXCCTA 



GACAXAAAACAGGGACCAAAGGAGCCGXXCCAAAGCXAXGXAGAT 

900 

TO ^ ' ' ' ' ' 

AGAXXCXACAAAAGCXXGACGGCAGAACAAACAGAXCCAGCAGXG 



f - AAGAAIIGGATGACCCAAACACXGCXAGXACAAAAXGCCAACCCA 

» • • » 

-GACXGXAAAXXAGXGCXAAAAGGACXAGGGAXGAACCCXACCIXA 
1000 



20 



r 



GAAGAGAXGCXGACCGCCXGXCAGGGGGXAGGXGGGCCAGGCCAG 



25 AAAGCXAGATXAAXGGCAGAGGCCCXGAAAGAGGXCAXAGGACCT 

1100 . • . 



30 



CCCCCZAXCCCAXXCGCAGCAGCCCAGCAGAGAAAGGCAXXXAAA 

m * 6 • • 

XGCXGGAACXGXGGAAAGGAAGGGCACXCGGtAAGACAAXGCCGA 

1200 

GCACCXAGAAGGCAGGGCXGCXGGAAGXCXGGXAAGCCACCACAC 



AXC AX GA C AAA C XG C C CAGAXAGA C AG G C AG GXXXXXXAGGA CXG 

1300 

40 ... 
_ -f . 

GGCCCXXGGGGAAAGAAGCCCCCCAACXXCCCCGXGGCCCAACXX 

9 m m m a 

45 CCGCAGGGGCXGACACCAACAGCACCCCCAGXGGAXCCAGCAGXG 

• • • • 

G AX CXACXGGA G AAAXAXAI G C AG CAAGGGAAAA G A C AG AGAGAG 
m 1400 

so • _ 

CAGAGAGAGAGACCAXACAAGGAAGXGACAGAGGACXXACXGCAC* 

m> • • • 

55 CXCGAGCAGGGGGAGACACCAXACAGGGAGCCACCAACAGAGGAC 
* • 1500 • " . . »• 

XXGCXCCACCXCAAIXCXCXCXXXGCAAAAGACCAG * 

60 " 



30 
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6 - Retrovirus salon Tune quetconque des ravendlcaUons 1 a 5, caracterise en ce qua son ABH 
genomkjue content una sequence env en corraspondance avac Ea sequence da nucleotides : 



to 



15 



20 



30 



SO 



3t 
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S2TOLH % 

AIG AT CAAT CAC C XCCTT ATTGCCATTTTATTAGCTAGTG CTTGC 
• • • ♦ 

TTAGTATATTGCACCCAATATGTAACTGTTTTCTATGGCGTACCC 



ACGTGGAAAAATCCAACCATTCCCCTCTTTTGTGCAACCAGAAAt 
100 ^ 

AGGGATACTTGGGGAACCATACAGTGCTTGCCTCACAATGATGAT 



TAT C AG GAAATAA CTTT GAATG TAACAGAGG CTTTT GAT GCATGG 
AAT AAT A C AGTAA CAGAA CAAG C AATA G AAG AT G T C TGG C ATCTA 



TTCGAGACATCAATAAAACCATGTGTCAAACTAACACCTTTATCT 

300 

GTAGCAATGAAATGCAGCAGCACAGAGAGCAGCACAGGGAACAAC 



ACAACCTCAAAGAGCACAAGCACAACCACAACCACACCCACAGAC 
• • - 400 

CAGGAGCAAGA GATAAGTGAGGATACTCCATGCGCACGCGCAGAC 
AACTGCTCAGGATTCGGAGAGGAAGAAACGATCAATTGCCAGTTC 



AATATGACAGGATTACAAAGAGATAAGAAAAAACAGTATAATGAA 
300 «. • • • 

ACATGGTACTCAAAACATGTCCTTTGTCAGACAAATAATAGCACA 



AATCAGACCCAGTGTTACATGAACCATTGCAACACATCAGTCATC 
& . « 600 . 

ACAGAATCATGTGACAAGCACTATTGGGATGCTAXAAGGTTTAGA 



TACTGTGCACCACCGGGTTATGCCCTATTAAGATGTAATGATACC 
— 700 



55 



60 



AATTATTCAGGCTTTCCACCCAACTCTTCTAAACTAGTAGCTTCT 
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ACATCCACCACGAXCAXGGAAACGCJUUCXXCCACAXGGXXXCGC 
' • • • 800 * \ 

TTTAATCCCACXACACCAGACAATACAACAXATATCTAtTCCCAX 



C C C AG A G AX AAXA GAA C X AX C AX CA G C XT AAA C AAA X A XX AX AA T 
t \ • • « *00 

CTCAGXXXCCAXXGTAAGAGGCCAGGGMTAACACAGTGAAACAi 

. • ? • • . 

AXAATGCXXAXGXCAGCACAXCIGXXXCACXCCCACXACCAGCCG 



ATCAATAAAAGACCCAGACAAGCAXGGXGCXGQXXCAAAGGCAAA 
1000 # # * . 

XGG AAA GACGCCA.XGC AG GAGGTGAAGACCCXXGCAAAAQAXCCC 



AGGTATAGAGGAACCAATGACACAAGGA4XATXAGCXTXGCACCC 
1100 

CCAGGAAAAGGCXCAGACCCAGAACXACCAXACATGXGGACXAAC 



XGCAGACGACACTXXCXCTACTCCAACATGACXXGCTTCCXCAAX 
TCGATAGAGAAXMGACACACCGCAATXAXGCACCGXGCCATAXA 



AAGCAAAXAAXXAACACAXGGCAXAACGXAGGGACAAAXGXAXAX 

1300 

TXGCCXCCCAGGGAAGGGGAGCXGXCCIGCAACXCAACAGXAACC 
• • • • « 

AGCAXAAXXGCXAACATIGACTGCCAAAACAATAAXCAGACAAAC 



A XT A CC XT XAG X G C AGAG G X GG C AG AA CXAX A CA G AX XGGAG XX G 
1400 . .. . 

GGAGAXXAXAAAXXGGXAGAAAXAACACCAAXXGGCXTCGCACCX 
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ACAAAAGAAAAAAGAXACXCCXCXGCXCACGGGAGACAXACAACA 
1500' 

GGXGXGXXCGXGCXAGGGXXCXXGGGXXXXCXCGCAACAGCAGCX 



XCIGCAAXGGGCGCXCGAGCGXCCCXGACCGXGXCGGCXCAGXCC 
^ 1600 • . 

C GG A C XTTA C XGG C C GG G AX AGX G C AG C AAC AG C AA GAG C XGXXG 



GA C G X GG X CAAGAGAC AAC AA G AA C XGXX G CG A CXG ACC GX CXGG 
. . 1700 

GGAACGAAAAACCXCCAGGCAAGAGXCACIGCXAXAGAGAACXAC 



CIACAGGACCAGGCGCGGCXAAAXXCAXGGGGAXGXGCGXXXAGA 
• • • ■ • 1800 

CAACXCXCCCACACXACXGXACCAIGGGXXAAXGAXXCCXXAGCA 
• • • »• 

CCXGACXGGGACAAXAXGACGXGGCAGGAAXGGGAAAAACAAGXC 



C GCXA CC XGGAGGC AAAXAXC AGXAAAAGXTXAGAA CAGGCACAA 
1900 

AXXCAGCAAGAGAlAAAXAXGXAXGAACXACAAAAAXXAAAXAGC 



XGGGAXAXXXXXGGCAAXXGGXXXGACXXAACCXCCXCGGXCAAC 
2000 

XAXAXXCAAXAXGGAGXGCXXAXAAXAGXAGCAGXAAIAGCXXXA 



A G AAX AGX G AXAX AX GXA G XA CAAAXG XXAAGX A G G C XX AG AAA G 

Z100 

CGCXAXAGGCCXCXXXXCXCXXCCCCCCCCCGXXAXAXCCAACAG 
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ATCCAXAICCACAAGGACCGGGGicAGCCACCCAACCAACAAACA 

2200 

GAAGAAGACGCXGGAAGCAACGGXCCACACAGAXACXCCCCCXG6 

• • • - • 5 

GCGATAGCAIAXAXACAXXXCCXCAXCCCCCAGCXGAXXCGCCXC 

• ■• • 

10 

IXGACCAGACXAXACAGCAtCXGCAGGGACXXACXAXCCAGGACC 
2300 . . # 

TTCCXGAUUCXCCAACXCATCXACCAGAAICXCAGAGACXCGCXG 15 

* 

AGACXXAGAACAGCCIXCXXGCAAXAICGGXCCGAGXCGAXCCAA 
1400 

- • m 2D 

GAAGCATXCCAGCCCGCCCCGAGGCCTACAAGAGAGACXCTT6CG 

• ' • • 

GGCGCCXGCAGGGGCXXCXGGAGGGXAXXGGAACGAAXCCGGAGG os 

2500 

GGAAIACXCGCGCXXCCAAGAACGAXCAGACAGGGAGCAGAAAXC 

• • * « 

30 

GCCCTCCXGXGAGCGACCGCAGXAXCAGCACGGAGACXXXAXGAA 

2600 

XACXCCAXCGAAGGACCCAGCAGCAGAAAGGGACAAAAAIXTGXA 35 

• • • 

CAGGCAACAAAAXAXGGA 

40 

7 - Retrovirus selon Tune quefconque des revendicatlons 1 a 6, caracterise en ce que, pratiquement, 
son ARN n'hybrtde, ni avec le gene eny et le LTR qui le jouxte. plus partlcullerement avec ta sequence de 
nucleotides 5290-9130, de HIV-1, nl avec des sequences de la region pol du genome de HIV-1, en ^ 
partlculier avec la sequence de nucleotides 2170-2240. * 

B - Composition contenant au molns un antigene, notamment une protein© ou una gJycoprotelne du 
retrovirus HIV-2, selon I'une quelconque des revendicatlons 1 a 7. 

9 - Composition selon la revendlcatlon 8, caracterisee en ce qu'eHe conslste en un extralt total ou en un 
lyaat du susdit retrovirus. 

10 - Composition selon la revendicatJon 8, caracterisee en ce que r antfgene consist e en au molns Tune 
des protein es Internes du noyau (core) du susdit virus, notamment p12, p16 et p26. ayant respectlvement 
des polds moleculaires apparents de I'ordre de 12.000. 16.000 et 26.000. 

11 - Composition selon la revendicatJon 8, caracterisee en ce qu'eile consent une glycoproteins, gp140 
ayant un polds moteculalre apparent de I'ordre de 130.000 a 140.000. _ 

12 -Antigene qui ne produit qu'une seule bands en electrophorese sur gel de poryacrylamlde, 
caracterise en ce qu'il comporte, en commun avec Tun des antlgenea purifies du retrovirus HIV-2, un 
dpttope reconnu par le serum d'un porteur d'antlcorps contre le virus HIV-2. 

13 -Antigene purtfie ayant les caracteristlques tmmunologiques de Tune des protein as ou 
glycoproteines suivantes de HIV-2 : p12, p16, p26, p36, p42 et gp140. ^ 

14 - Antigene selon la revendicatJon 13 ayant ta sequence d'amlnoactdes ci-epres ou partie de cette 
sequence des lors qu'eile est reconnue par des anticorps antH>1 2 : 
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JLrfcLyaAlaPlieLy* 
.• * 

CysTrpAsnfcysG^yLyaCTlBCryttxsSe'rAlaArgGlnCysArs 

1200 

AlaProArgArgGlnGIjCysIrpLysCy-sGlyLysProGlyHis 

# • .■ • 
IlelJetXIirAaiiCysPrDA'ppLArsCliiAlaGly.PiieLettGlyLeu 

1300 

ClyProTrpGlyI.ysLy8ProAr*Asii?be?ro7alAlaGloVal 

• • • • . • 
ProGlnGlyl^euThrProTbrAlaPrcrProValAspPToAlaVal 

» • • • 

AspLeuLeuGluLysTyrHetGlnGlnGlyLysArsClnArsGln 

140 0 • • • • 

2s GlaArgGluArcProTyrLysGluValThrGluAspLeuLeuHis 

•k. • • • 

l^euGluGlnGlyGluTbxProTjrArsGltiProProTlirGlttAsp 

3° , . T500 . • 

LeuLeuHisLeuAsnSerLenPbeGlyLysAspGla 



15 - Antigen© selon la revendication 13 ayant la sequence d'aminoaddes d-apres ou una partte de 
cette sequence, des lors qu'elle est reconnue par des anticorps antf-p16 : 
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i 

Lea CI oAr * T I e A r g I. eaArj^r o« XyCIyLy • X. y ft t^T^r Ar s " 
• • • m » # 

C luGlnLy s ValLy sA«pTkrClttCIyAl*Ly»Cln lie V*lArg ' 
Ar g Hi si e u Va 1A I a 6 In tir C 1 y Tb'rA 1 &C I»Ly *Jft* tP r oS« r 
ttrSerArsPr*T*rAlaProS«rS«*ClttLy*CXyCljAMTyr 



15 
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16 - Antigene selon la revendicatlon 13 ayant ta saqueneo d'amlneacldaa d-apraa oa um parte de 
catte sequence, des lore quelle est recomnje par des antteorpff antt-p2ff : 
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ProTalClaSixTftlGlyGljAsaTyrTHrHisXleFroLenSer 

ProArgTnrLei^saAlalrpVaLLysLeaTalGluCluLysLyi' 

» • • • 

PaeGlyAlaGluValValProGlyPaeClnAlaLeuSerGluGly 

500 \ # . 

CysrhxProTyrAspIleAsnGlnHetLeuAsaCys ValClyAsp 

EiflGlnAlaAlaHetGlallerieAr-GluIlelleAsnGluClB 
*00 

AlaAlaGluTrpAapValClnHisProXleProGlyProLeuPro- 

* — • • 

AlaGlyGlttLenArsCluPxoArsGlySerAspIleAlaGlyrar 

706 • . . "t 

TfcrSerTlirVAlGluGlnGlnlleClaTrpHetPhfcArsProCla 

• - • • • 

Aa^rpValEroValClyAaalleXyrArgArsTrpIleClixIl^- 
* . • * *v 

• v 800 , 
ClyI.ettClnI.ysCy*ValArsHetIyrAsiiProT>irAaiiIlftLett' 

— • • • * . r- 

• • .*- 
AspIlcLyaGlaGlyPtoLysCluProPbeClnSerTyrValAsp 

• • 900 

ArgPlxaTyrLysSerLeuArgAlaGluGraTarAspProAla^al 

• • • 

Ly b As aTrpHe tThr G InThrLeaL en Va lClnAs nA'l aAaaPr P 

• • . • • • 

AspCysLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyHetAsaProTarLea 

1000 . * • * ~ . 

CloGlaHetLearttrAlaCyBGlnGlyValGlyGlyProGlyCla 

• »" • •* • 

LysAlaArgLeuHetAlaGinAl&X.euL2^Glu7alIleGlyPro 

noo ' ... % 

AlaProIltProPaeAlaAlaAlaGlnCla 
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17 - Antigene seJon la revindication 13 ayant !a sequence d'amtnoacidea ct-apres. dee tors qu'etta eat 
roconnue par des anticorps antl-gp140 : 
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EHVEH 

UetMetAsuC IntenLeuIUAlalleLeuLenAUSerAUCyt 

• * • • 
LeuValTyxCysXurGlnXyxValXhxVa IPbeXyxClyValPxo 

• • • • • 

TbxXxpLysAcnAlaXbxTlePxoI-euPbeCysAlaXbxAxgAstt 

100 

ArgAspXbrlxpGlyXbxIleGlnCysLeuPxoAspAsnAspAsp 

TyxcinCluIleThrLeuAfinValTbrGluAlaPheAspAlatrp 
200 

AsnAsnThrValTbrGluGlnAlalleGluAspValTrpRisLett 

• mm • m m 

PbeGluXbrSerlleLysPxoCys ValLy sLeuXbxProLeuCys 

300 

ValAlaUetLysCysSexSerXbxGluSerSexXbrClyAsnAsn 

• .• • • " • 
TbxIhrSexLysSerTbxSerTbxIbxTbxXbxXbxProXbrAsp 

.400 

GlnGluClxiGluIleSexGlTiAspXhrProCysAIaArgAlaAsp 

• • • • V 

AsnCysSerGlyLeuClyGloClnGluXhxIleAsnCvsGlnPhe 

• • • •• 
AsnUe tXbxGlyLeuGluAxgAspLysLysLysGlnXyrAsnGlu 

500 . . • 

TbxXrpXyrSexIorsAspValValCysGluXbxAsnAsnSexXbr 

• • • • . 
AsnClnXhrC lnCy slyrEe tAsnEis Cy sAsnXhrS er Va II le 

. • 600 
XbrGluSerCysAspLysEisXyxXxpAspAlalleArgPbeAx* 

• • • • 

XyxCysAlaPxoPxoGlyXyxAlaLeuLeuATsCyaAsnAspXhr 

— 700 . 

AsnXyxSerGlyPbeAlaPxoAsnCysSexLysValValAlaSex 
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ThrCy«Thri.rjM«tMttClttThrCliiTbrSerThrTrpPbeCl7 ■ 

800 

PbeAsnClyTbrArgAlaCluAs^rsTbrTyrllaTyrTrpHi* 5 

• * • • 

GlyArsAapAsnAr&TbrXleXleScrLeuAsnLyaTyrTyrAaa 

. : • • 900 to 

LeuSer^euBl* CyaLyaArgProGlyAanLysTbrValLyiCla 



15 



IleKetLeuiletSerGlyHisValPbeHicSerHitlyrCliiPro 

• • * • » 
XleAsnLy&Ar£ProArgGlnAlaTrpCyaTrpPbeLysGlyI,y» 

1000 • . m so 

TrpLy*A«pAl«MetClnClttV*lLy»ThrLeTxAl«Ly«Hi«Pro 

• • • • a 

AfgTyrArgClyTbrAanAspTbrArsAanXleSerPbaAlaAla ^ 
1100 

l^oGlyLyaClySexAapProClnValAlaTyrlUtTrpTbrAia 

so 

• • • • • 
CyaArgGlyGluPbeLeuTyrCyaAanHetTbrTrpPbeLeuAati 

12v0 

TrpXleGluAsnLyaTbrHiaArfcAanTyrAlaProCyaHisIle ^ 

• • • • . 

LysGlnllelleAsnTbrTrpEisLysValGlyArgAsnValTyr 

1300 4(7 
LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsnSerTbrValTbx 

• • • • » 

Serl IcIleAlaAsnlleAspTrpGlnAsnAsuAcnClnTbrAsn 45 

• • - » 

IleTbxPbeSexAlaGluValAlaGlaLeuTyxAxgLeoCloLeu 

1*00 .... 50 

ClyAspTyxLysLeuYalCluXleTbrProXleGlyPbaAlaPxQ 



60 
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XarLysGluLysArsXyrSerSerAlaHisGlyAr gHiaXbrAr* 
1500 

GlyValPbeVail-euGlyPaeLeuGlyPUeLeuAlaTarAlaGly 

• « • • 

SerAlaKe cGlyAlaArgAlaS erLeuXhrVa lSerAlaGlnSer 

. 1600 

ArgXarLeuLeoAlaGlylleValG InG InG InG InG InLeuLet* 

» • • • 

AspVal7alI.x»ArsGlnGlnGluLcuI.ettArgLeuTnrVa lTrp 

1700 

ClyXhrLysAsnLeuGlaAlaArsValXhrAlallcClttLysTyr 

• • • 

LeuGlaAspGlnAlaArgLeuAstiSerXrpGlyCysAlaPaeArj 

1800 

GlnValCysHiaXhrXhrValProXrpValAsnAspSerLeuAla 

• • • • 
ProAspXrpAspAsaKetlurXrpGlnGluXrpGlttLysGlnVai 

• * • • • 

Ar gXyrl/euG luA 1 aAs&X 1 e S e r L y s S crlVuG IuG fall aC la 

1900 

IleGlnGlnGluLysAsnlletXyrG luLeuGlnLysLenAsnSer 

• • • • • 

XrpAspIlePheGlyAsnTrpPbeAspLeuXhrSerTrpValLys 

2000 

XyrlleGlnXyrGlyValleuIlelleValAlaValXleAlaLen 

• «■ 

• • • • • 
ArsIleVallleXyrValValGlnKetLeuSerArgLeuArgLy* 

2100 

ClyXyrArgPrpVa lFbeSerSerProProClyTyrlleGlnGIa 
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1 1 a E I ft I X e K i sXya A * pA r-Cl y GXnP r o AXaAc aG Xa G la Xhr 

CluCluAs pGlyC lySerAs nCl y C 1 y A ep .fir g Xyx TrpP r oTr p 

• . *» * * •* * 
FrolleAla Xy r X 1 eH i *PfceX.au.X X eAr&CMattal le ArgLe a. 

Le u Xh r A r g La a X*y r S er X X e C y a A r g A s pi eaLe u S c rAr g Sc r 

2300 ~ ^. 

PheLeoXhrLeiaCliiX^e^leXyrCTnAaTrr^cArgAapXrpLca /5 

• ^ •* . » 

ArgXcttArgXhrAlaPbeLeBClffryrG^Xy'CyaCraTrpXXcCXa 

• • • • 

2400 . m « 2t7 

6 luA XaP keG XaAX *AIaAXaArgA XaTfcr ArgCXaXhrXaaAl a 

ClyAlaCyfrArgGlyLaxu.rzrp^gVa>XIiraGIaArgXXeClylrg ^ 

• 2**a I 
G X y XX eL a aA X a Va IPr oJtrjAr g r 1 eAt gGlnGXyA X aC loll a 



30 



AXaLeaLcu,***GX7XttxAXaVaXSarAXaGXyAr^taa?XyrCXa 
XyrSerHe tGXuGXyFroSerSerAxgLyaClyGIaLysBheVal 



GlaAlaXhrLysXyrGly 



T6 - M6thode pour la detection jn vitro de la presence d'antlcorpaantHHIV-2 dans un liquids blotogique, 
teJ qu'un serum, et plus parttculterement pour ^diagnostic In vitro d'un SLA ouSIDA potential ou. existent 45 
dO a un retrovirus du type HIV-2, caracterise en ca que Ton met en contact un serum ou un autre mmau 
biologtque prove nant de la personne faisant I'objet du diagnostic, avec una composition salon Tune 
quelconqu8 des revendlcatlons 8 a 1 1 ou avec un antlgane selon f'une quelconque ctes reyerrdlcaHons 12 
a 17. et en ce que Ton detecte le conjugue Immunologique eventueJIement forme entre* ces antlcorps 
antl-HtV-2 et I'antigane ou las antigenes mis en oeuvre. 30 

19 - Methods salon la raven cfl cation 18, caracterise en ce que I'on realise la detection* dudit conjugue 
immunologique en faisant reagir le con]ugu6 Immunologique eventuellamerrt forma avec un reactff 
marque forme soft par des antlcorps antMmmunoglobullnes humalnes, aotr par una protein a A 
bacterienne et en ce que Ton detecte le complexe forms' antra le rdsotfT et le susdlt corrfugus- 
immunologique. 55 

20 - Necessaire ou kit pour la detection d- antlcorps anti-HIV-2 darrs un fluids bioiogjque, notamment 
d'un porta ur eventual de cea antlcorps, caracterise en ce quMI com pre nd : 

- une composition telle que deflnie dans Tune quelconque dee revandlcatJens & & T1 ou un antlgene tet 
qua deflni dans I'une quelconque de revendlcattons 12 a 17, et 

- des moyens pour detecteur le conjugue Immunologique resultant de la* reaction Immunologique entre 60 
I'antfgene at ledit fluide blologique. 

21 - Necessaire ou kit salon la revendlcation 2T, caiacterlse en ce' que* ies moyens- pour detecter le 
conjugue- Immunologique forme comprennent des antWmmwnogtobuJinee Irumsdnaa ou-une protetnw A et 
des moyens pour detecter le complexe forme entre lea am^c©rps-ami-Wf\£-2 contenue dans la aanjugue 
Immunologique detecte. 65 
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22 - Composition immunogene contenant une glycoproteins d'enveloppe du retrovirus HIV-2. telle que 
la gp140 de ce retrovirus, ou une partie de catte glycoprotelne. en association avec un vehicula 
pharmaceutiquemant acceptable, approprie a la constitution de vaccins centre HIV-2. 

23 - Composition salon la revendteatlon 22, caracterisee en ee qu'elle contlent au moins une partie 
Immunogene d'une glycoprotelne contenant une ossature protefcjue ayant la sequence suivante : 
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ZKTBM 

HetMetAinC LaLe»X.euXleAlaXlftX.eaX.«ttAla£crAl*Cy» 

• • • # 

L«0VAlTyrCy»ThrClntyrV«lth*VAl?b#tyt«i7VAlp ro 

• " • • • • 
100 . . 

TyrClnCli»IltthrLeuA«nV«irhtClixAl«rteAifAi4Xri 

aoo 

A«nA.BTbrV«lThraittClaAlaII*CittA#pV*lirpHi»Leii 

PheClttTbtScrllELytPtoCysTmltysLttiTbrfrotetteya 

. 300 ^ 

ValAl»U«tLy»Cy»SfcrBer«arClttS*rS«rTbrCiyA«xiAia 

• • • • • 

ThrThrSerLy»SarTliTSerTkrtbrTfhrThr11itPr6tirAip 

AM 

GlaGlnClaCluXleSflrdlttA^pTbrFtoCysAlAAz^AlaAsp 

* • *f # 

AjaCy»ScrClyLeoClyCluClnCtiitIirXl«AsBCY«01xiPb« 

• * * • 

AsaUetXbrClyl.enaiuArRAspLytLygLyfcCXntyrAaaClu 

300 . 
TbrIrpXyrSertysA*p7*lV«lCy«ClutbrAsnAfiiS«rtbr 

A«nClnXbrClnCy6XyrK*tAsnEi«Cy*A«nXbrSfirV«itlc 
.600 

XbrGluSe*CysAtpLysEisXytXrpAspAl&Tl*ArgPbeAr* 

■ • « • 

XyrCysAl«PtoPrdGlyXyrAlaL#ttL€ixArKey*A*nA«jTbr 

- 700 

AflnTyrSerGlyPbeAl«l'roA*nC)r«ScrLy»ValValAl*fier 
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TlirCysThrArgHetHctClttThrClaThrScrThrTrpPbeCly 

• 800 

5 PaeAsaClyXbrArgAlaCluAsaArsXarXyrllelyxXrpHia 

• • . • 

GlyArgAspAsaArgXhrXleXleSerLeuAsaLysXyrXyrAsa 

10 900 
Leu&erieuEisCysLysArgProGlyAsnLysThrValLysCln 



15 



20 



30 



40 



50 



IleHetLeuKetSerGlyHisValPheHisSerEisTyrGlnPro 

• • • • • 

IleAsnLy sArgProArgGlaAlaXrpCysXrpPheLy sGlyLys 

1000 . 
TrpLy&AspAlaHetGlnGlaValLysXarLeuAlaLysHisPro 

• • • • • 

AxgXyrArgGlyXhzAsaAspXhrArgAsalleSerPheAlaAla 

1100 

TroGlyLysGlySerAspProGlaValAlaXyxHecIrpXarAsa 

• • • • » 

CysArgGlyGluPheLeaTyrCysAsaHetXhrXrpPheLeuAsa 

• • llvO • 

XrpIleGluAsaLysXftrHisArsAsaTyrAlaProCysEisIle < 

m 

• • • • » 

LysGlallcIleAsaXarXrpEisl-ysValClyArgAsaValXyr * 

1300 

LeuProProArgGluGlyGluLeuSerCysAsaSerXhrValXar 



45 SerXlelleAlaAsaXleAfipTrpGlaAsaAs&AsaGlaXhrAsa 



IleXhrPheSerAlaGluValAlaCluLeuTyrArsLeuCluLea 

1400 .... 
ClyAspXyrLysLeaValGlalleXhrProIleGlyPheAlaPro 
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XarLyaGlttLyaAr*XyrSarSarAXaEi*CiyArsHi»XhrArf 

* 

1500 

ClyV*L?&eVaLZ,«uGly?feeLeuCXy?heL«aAlaXarAlaCly 



SerAlaKecGlyAtaArsAlaSerLeuXhrValSerAlaGliiSer 

1600 

Ar cXhrLeuLeuAl aG ly II e7a 1C InG InG InG InG lnL euL eu 



As p ValTa ILx^ArfcG InG InG luLeuLcuArgLauThrVa IX rp 

• • 1700 

ClyThrLy»A«aXeuGlaAlaArtValThrAlaIlaClnLy«ryr 



LeaGlaAspGl&AlaArgLeuAsnSarTrpGIyCysAlaPaeArg 

• • • 1800 

GlnValCyaKiaX&rXarValProXrpValAsnAapSarLauAXa 



ProAspXrpAspAanHecXarXrpClxiG luXrpCltiLy sG InVal 



A r gXyxL a- uG ItxAlaA % a 1 1 e S a r L y a S i rteVc InG f ai. 1 aG in 
1900 

XleGlnGlnClts£ysAsaHetXyrGlttLauGlnl.7aI.aaAsnSar 



XrpAapIlaPheGlyAsnXrpPheAspLeisXarSerXrpValXpys 
2000 

XyrlleGloXyrClyValLaoIlellaValAlaVallleAlaLeu 



ArsIleVallleXyrValValGltxUatLettScrArateuArsLys 

2100 

ClyXyrAraFroValPncSarSarProProCIyXyrXlaGlnGln 
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10 



30 



IleEisIleEisXysAspArsGlyGlaProAlaAsnCltiCluIhr 

• . 2200 

CluGluAspClyClySerAsnClyGlyAspArgTyrlrpProTrp 



ProlleAlaTyrXleHisPheLeulleArgGlnLeuXleArgLeo 



LeuThrArgLeuryrScrlleCysArgAspLeuLcuSerATgScr 



2300 •>* 

75 pbeLenTb.rLetiGliiLeaIleTyrGltiAfinLcuArgA£pXrpLea 

• • • • 

ArgLettArgXhrAlaPheLenClnTyrGlyCysGlaTrpIleGln 

20 . 24C0 

. GluAlaPheClnAlaAlaAlaArgAlaTfcrArgGluThrLeuAla 

25 GlyAlaCysArgClyLeuTrpArgVa ILenGluArglleClyArg 

2500 

. GlylleLeuAlaValProArgArglleArgCliiGlyAlaClalle 



AlaLeuLeu***GlyThrAlaValSerAlaGlyArsLeuTyrClu 

2600 

TyrSerMecClttClyProSerSerArgLysClyCluLysPbeVal 5 

— - • * * " s 

» • • • 

GlnAlaTarLysTyrGly * 



24 - Composition immunogene selon ia revendteatlon 22 ou la revendication 23, caracterisee en ce 
qu'eDe est dosee en antigene de facon a permettre ('administration d'une dose unitalre de 10 a 500, 
notamment de 50 a 100 microgrammes par kilogramme de corps. 

25 - Anticorps monoclonal caracterise par sa capacite a reconnaJtre specifiquament Tun des antfgenes 
conform es a Tune quelconque des revendications 14 a 17. 

26 - Las hybridomes secreteurs de rantlcorps monoclonal selon la revendication 25. 

27 - Acide nuclelque. Is cas echeant marque, derive d'une partie au molns de I'ARN du virus H1V-2 ou 
de Tun de ses variants. 

28 - Acide nuclelque selon la revendication 27. contenant une partie au moins de TADNc 
correspondant a I'ARN genomique entier d'un retrovirus HIV-2. 

29 - Acide nucleique selon la revendication 27, caracterise en ce qu'B contlent la sequence de 
nucleotides : 
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GTGGAAGGCGAGACTGAAAQCKAGAGGXATACCATrTAGrCTAAWSGAC^ 

GAACAGCTATACTTGGTCAGGGCAGGAAGIAACTJ^ 
ACTGCKGGGkCTTTCCAGAAGa^ 
G&GCTOGIGGGGkAaSCCIC&TAirr CTC T G T& 
CATTGTACTTCAGTCGCTCI 
G&TCTCTCCAGckCTAGACGGATO 
' CCAGGkCTIGGCC^GrGCTGGCAGACGG 
'ACCTlCCTTJUttAAAC^^ 

30 -Adda nuclelque selon la revendication 27. caractertse en ce qu'll corrttent une sequence 
nudeotidique codant pour une parte au molns de la sequence d'amlnoacidea IndTquee d-epres : 
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GAG&.0DH 

MetGXyAXaArgAsnSerValLeuArgGXyLyaLysAXaAspGXu 
LeaGIttArglleArgLeuArgProGljGljLysLysLysTyrArg 

LeuLysaisIXeVaXTrpAlaAXaAsnXj^I.euAspArgpQeGXy 

100 • • • 

LettAlaGlnSerLeuLeuGluSerLjoGlaGlyCysGLxiLysIle 

•* ... ■ - — : 

LeuThrVaXLeuAspProHe tVa IProThrCXySerGXuAsnLeu 

200 .-. • 

LysScrLeaPheAsnThrValCysVatllcTrjrCyalleEisAla 

• • -* • ^ 
CXuGXuLys VaXLysAapThrCXuGXyAXaLyaGXaXXeVaXArg 

500 

ArgHiaLeuVaXAXaGluTarGXyThrAXaGXuLyftHetProSer 

• • * ■ • • • 
TbrSerArgProThrAXaProSerSerCXuLysGXyCXyAaaTyr 

. . 400 

ProVaXGXaHisVaXCXyGXyAsnTyrThrHisIXeProLeuSer 

• • • • • 

ProArgThrLeuAsnAXaTrp ValLysLeu ValGluGluLy sLy « 

• • • • 

PaeGXyAXaGXuVaXVaXProGXyPheGXaAXaLeuSerGXuGXy 

. * 

500 • 
CysTarProTyrAspIXeAsnGXaHetLeuAsaCys ValGlyAsp . 

■ . ... . - " .: 

• • mm • 

EiaGlnAlaAlaUeCGlnXlelleAr^GlalleXleAsaGluGlu 

. 600 • • 

AXaAXaGXuTrpAsp ValCXnHisProIXeProCXyProLeuPro 

• • -* • 
AXaCXyGXaLenArgGluPToArgGXySerAapIXeAXaGXyT&r 

700 .. . t 

TarSerTarVaXGXuClvGXalXeGXaTrpHetPheArgProCla 
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A»uProValP.roVAlClyA«aIl«XyrAr«i.rttr^lT«CinTit"" 

• ** • . 800 t 
ClyLeuClnLysCy* Va lArsMefcT7rAsn.Pr0ThrAanXlet.tto 

• • • • 

AapIleLyaCliiGlyProLyaGlttProPheGlixSarTyrValAsp 

• • 900 
ArgPheTyrLysSerLeuArgAlaGluGluThrAspProAlaVal 

• • • • 

LyaAanTrpHe tTbrGlnThrLeuLeti Va 1G lmAanA'laAauPr© 

• • • • • 
AapCyaLysLeuValLeuLysGlyLeuGlyMetAanProThrLeu 

1000 . . * . 
GluGloUetLeuTbrAlaCyaGlaGlyTalGlyGlyProGlyGla 

• • • • 
LysAlaArgLsaKetAlaGlttAlaLevLyaGluValllaGlyPro 

1100 

AlaProXleProPheAlaAlaAlaGlnGlnArgLysAlaPbeLys 

• • • • • 

CysTrpAanCysGlyLyaGluGlyHisSerAlaArgGlnCysArg 

. 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCy sTrpLysCy-sClyLyaProGlyHi* 

• • • •* • 
Iletle tThrAsnCy sProAspArgClnAlaGlyPheXeuGlyLeu 

1300 

GlyProTrpGlyLyaLysProArgAanPbeProValAlaGlnVal 

• • • • • 

ProG InGlyLeuTbrProThrAlaProProValAspProAlaVal 

• • • • 

AspL.euLeuGluLy6TyrMetGlnGlnGlyLysArgGlnArgGlu 

1400 . . • 

GluArgG luArgPr oTyrLy sGluValTbrCluAspLeuLeuHia 

» • • • 

LeuGluGlnGlyGluThrProTyrArgGluProProThrGluAsp 

T500 

LeuLeuHisLeaAsnS erLeaPheGlyLy sAspGln 



31 - Adde nucleique selon la revendlcation 27. caracterise en ce qu'ft corrtient una sequence 
nucleotldique codant pour une partie au moins de la sequence d'amtnoacides indiquee c^apres : 
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|ArgLysAlaPheLys 

_ - • I • • 

Cy«IrpA» uCy's GlyLysG Tu C lySisserA loArgCXnCysAr J 

. 1200 

AlaProArgArgGlnGlyCysTrpLysCy-sGlyLysProGlyHi* 



XleUetThrAsnCysProAspArgGlnAlaGlyPheLeuGlyLea 

1300 

GlyProTrpGlyLysLysProArsAsxxPheProValAlaGlnVal 



ProG lnGlyLeuThrProThrAlaProProValAspProAlaVal 



AspL.eu.LeuG luLy sly rKc tG lnG 1»G lyLysArgGlnArgG lu 

1400 . 
GlnArgGluArgProTyrLy sG luVa ITarGluAsp LeuLeuHis 



LeuGluGlnC ly GluThrProTyrAr gGluProProThrCluAsp 

. . rsoo 

LeuLevtSisLeuAsnSerLeuPheGlytysAspGlu 



32-Acide nudeique seion la revendlcatton 27, caracterise en ce qu'il contient une sequence 
nucleotidique coetant pour une partie au moins de la sequence cf aminoacidas indlquee d-apres : 
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HetGlyAlaArsAinSerValLeuArgGlyLysLysAlaAspGla 
LeuGluArglleArgLei^rgProClj'ClyLysLysLysTyrArg 

LeuLysHisIle ValTrpAlaAlaAanXysLetiAjpArgPheGly 

100 • 1 -. « 

LenAlaGla5erLeoLctiGlaSerLy«GloClyCyjGlnLy3ll« 

T - * - • • 

LeuThrValLeuAf pProHetValProThrGlySerGlaAsnlaa 

. . 200 m 

LysSerLeuPheAanThrValCyaValllelrjrCyallcIIiaAla 

GluGlttLysValLytABpThrGlaGlyAlaLysGlnlleValAr* 

300 

ArgHisLeuValAlaGluTbrGlyThrAlaGluLyaHetProSar 

• • • •• • • 

TbrSerArgFroXnrAlaProSerSarGluLysGlyGlyAaaTyr 

• 400 

33-Adde nudeique selon la revendication 27. caractehse an ce qu'il contient una sequence 
nucleotidique codant pour una partie au molns da la sequence d'amlnoacldes Indtquae cl-apres : 
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?roValClnEi*T«lClyClyA»ttXyrThrHi»IleProl.«iiSer 

ProArsTarI.ettAsnAlaIrp7alI,ysLetiValGlaGluLysI,y« : 

• • • 

PheGlyAlaGluValValProClyPaeGlaAlaLeuSerGlaGly 

500 • • • 

CysXnrProXyrAspXlaAsnGliiHetLemAsaCysValClyABp 

• • -~ • 

His G InAlaAlaHe tGlnllelleAr^ClallelleAanGluClu 

500 • : • • 

AlaAlaGluXrpAspValGlnEisProXle?x&61yProLettPro 

' — * . 

- • • ^ • 

AlaGlyGlnLenArsCluPToArgGlySerispIleAlaGlyXar 
. * 

706 ... • . . 

Th.rSerTTxr7*lClnClnClaIieGlaIrpHetPbeArgProGlB 

Asi^roValEroValGlyAanZleTyrirsArstrpZleGInZlc 
» • " " 

• ' •» • M0 . 
Glyl*euGlaLy»C7f ValArgHe tTyrAs^ProThrAsaZlcLea 

- . . " • , 

AspZle&yfiGlnGlyPxoLysGluProPheGl&SerTyrValAfip 

: . 900 

ArsPaeT7rL7sScrLettArgAlaGluCraTarAspProAla7al 

•- • • • 

Ly s As aXrpKe tXh r G laThxLe n L c n Va 1 G InA a nA*l aAfi nPr o 

• • . • • • 

AspCysLysLeuValLettLysClyLcuGljHctABnProXhrLeu 

1000 • » • 

GlnCluHetLeuXarAlaCysGlnGlyValGlyClyProClyCla 

• • • • • 

LysAlaArgLeuKetAlaGinAlaLenLysGluTalZXeGlyPrp 

— 1100 .. . . 

AlaProXleProPbeAlaAlaAlaGlaCla 
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34-Acide nuclelque selon la revendication 27. caracterise en ce quU contJent une sequence 
nucleotidique cod ant pour une partle au molns de la sequence d'aminoacldes Indlquee cj-apres : 
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ESVRH 

HetHecAsnG InLeaLeuIleAlalleLeuLcuAlaSerAlaCyi 
LeuValTyxCysTbxGlnTyxValTbrValPbelyrClyValPro 

XbxXrpLysAsnAlaXbrllePxoLeuPbeCysAlaXbrAxgAsn 

100 . • 

AxgAspTbxXxpGlyXbxIleClaCysLeuPxoAspAsaAfipAsp 

TyrClnGluIleTbxLeuAsuValXbrClttAlaPbeAspAlalrp 
200 

AanAsnTbxValXbxGliiGlxiAlalleGluAspValTxpHisLeii 

• ••••• 

PbcGluTKrSerIlcl.yftPxoCycValI.ysL€ttXhxProLeoCy» 

300 

ValAlalletLysCysSexSexTbxGlTjSexSexTbxClyAsnAsn 

TbrTbrSexLysSexTbxSexThxXbxXbrXbxTbxPxoXbxAsp 

400 

GlnGliiGlTiGluIleSexGltiAspXbrPxoCysAIaAxgAlaA*© 

AsnCysSexGlyLeuGlyGluGluCluXbxIleAsnCvsGlnPbe 

• • • • 

AsnMetThxGlyieuGluArgAspXysLysLysGlnTyrAsnClTi 

500 

ThxTxpTyxSexLysAspValValCysGluThrAsnAsnSerlhx 

. • • * 

AsuClxxTbxGlnCysXyxKetAsnZisCysAsnXbrSexVallle 

so . . 600 

TbxGluSexCyBAspLysEisTyxTxpAspAlalleArgPbeArs 

• '* • 

TyxCysAlaPxoProGlyXyxAlaLeuLeuAxgCysAsnAspXhx 
_ 700 

AsnXyxSexGlyPbeAlaPxoAsttCytSerLysValValAlaSer 

SO • «.•_• * 
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ThrCy«Thri»rgHetMetClttThrClnThrSerTirTrpPheCl7 

• *• • 800 m 
PhcAsnClyThrArgAl*ClnActiArcTbrTyrIleTyrTrpHi.i 

• • • • 

GlyArgAspAsnAr£ThrIIeIleSerLeiiA«ttLy«IyrTyrA«n 

• 900 

LeuSerteuHisCysLysArgProGlyAsnLysTarValLysGln 

IleKetteuMetScrGlyHisValPheHisSerBisTyrClaPr© 

IleAsnLysArgProArgGlaAlaTrpCysTrpPheLysGlyLya 
1000 

TrpLyfiA«pAlaMetGlnCluValLyfiThrLcuAlaI.y«Hi«Pro 

• • • • • 
AcgTyrArcClyTarAjnA*pTUrArgA9»IleSerPheAlaAla 

1100 

FroG lyXy sG lySerAapProC lo ValAlaTyrKa cTrpThrAsa 

• • • • m 

Cy»ArgGly£lttPaeLettTyrCysAsnHetThrTrpPaeLetiAsa 

12v0 

TrpIleCluAsnLysTlirHi*ArcAsnTyrAlaProCyBEi*Il« 

• • * • 

LysGlnllelleAsnTarTrpEisLysValClyArgAsnValTyr 

1300 

LcuProPrpArgGluGlyCluLeuSerCysAsaScrThrTalThr 

• • • • «. 
ScrllelleAlaAsnlleAspTrpGlaAsnAsxiAsnGlnThrAca 

• • - • 

IleThrPbeSerAlaGluValAlaGluLcuTyxArsLeuClnLea 

1*00 . 
ClyAfipTyrLysLeuValClttIlcThrProIl«GlyPheAla?ra 
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X>rX-y»Cl»X.y«Ar»tjrS*rS«rAlftBi*ClyXriHisIkrArj 

1500 * 
ClyValPbcVaXI.euGlyPheI-euClyPhel.cuAlaTlxrAlaCly- 

, • • • 

SerAlaKetGlyAlaArgAlaSerLeuXhrValSerAlaGliiSer 

- . 1600 
Ar gThrLeuLeuAlaG lyll eVa 1C InG InG InG InC InLeuLeu 

AspValValLxsArgGlnGlnGlttLcul.cuArgLeuTnrValTrp 

1700 

GlythrLyaAsnLeuGlaAlaArgValThrAlalleCluLycXyr 
LeuGlnAspGlnAlaArgLeuAstaSerTrpGlyCysAlaPfeeArg 

ieoo 

GlnValCysHiaXarTlirValProXrpValAsnAspSerLeuAla 
ProAspTrpAspAsnKetXai:TrpGlnGluIrpCluLy»Cln.Val 

ki g Ty'r Leu C l»Al aAs'il leS e rLy's S erteV 6 in C fall aG in 
IleClBCi?Cl«lysAsBHetTyrGl.ttl.e»CliiLysI.eui 8 nSer 

TrpAspIlePheGlyAsnTrp?heispLeoThrSerTrpValLy» 

2000 • • 

TyrIleGlnTyrGlyValLeiiIleIleValA.laVallleA.laI.eii 

. • • * 

Ar£lleValIlcTyrValValGlnHet.LeuSerArgLeuArsLys 

2100 

ClyXyrArgFroValPhcScrSerProProGlyXyrlleClnGIn 
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IleEisIleKisLy^AipArsGlyClnProAlaAanCluGluXhr 

2200 

CluGluAspG lyClySerAsaC lyGlyAspArgXyrXrpProXrp 

. • 5 

• • * • « 

ProIleAlaXyrlleHisPneLeiilleArgCliiLeiilleArgLeu 

• * • • 10 

leuXhrArgLetiXyrSerlleCysArgAspLettLeoSerArgSer 
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2300 . 
PheLeuXbrLeuGl&LeaXleXyrGlnAsxiLeoArgABpXrpX^sa 

• • • « 

ArgL«aArgXhrAlaPbeLettGlnXyr6lyCysGlatrpXlcGla 

2400 • • • a? 

CluAlaPbeClaAlaAlaAlaArgAlaTnrArgCltiXlirLettAl* 

• • • ». 
GlyAlaCysArgGl'yLeuIrpArgValLeiiClnArglleClyArg 

• - >- . - 

2500 # 
GlyXleLenAlaValProArfcArglleArgGlnClyAlaCliiIla 



50 



AIaLeaLeu»«*GlyXbrAlaValSerAlaGlyArgLeaXyrCltt 

2600 

XyrSerMetGluGlyPro5erSerArgIy»61yGlttty«Pbc7al 



GlnAlaXhrLysXyrGly 



40 



35 - Acide nucieique selon I'une quelconque des revendications 28 a 34, caracterise en ce qu'O est 
form6 d'un acide nucieique recombinant, comprenant un acide nucieique provenant d'un vecteur, dans 45 
lequel le susdit ADNc ou partte d'ADNc se trouve insere. 

36 - Acide nuclelque recombinant selon la rovendication 35, caracterise en ce qu'il est marque. 

37 - Precede de detection d'un retrovirus HIV-2 ou de son ARN dans un llquide ou tlssu biologlque, 
notamment en vue du diagnostic in vitro chaz Phomme de la potentials ou de I' existence d'un SLA ou 

d'un SIDA, caracterise par la mise en contact des ecides nucleiques contenus dans ce llquide ou tlssu 50 
biologlque avec une sonde contenant un acide nucieique selon I'une queiconque des revendications 28 a 
36 dans des conditions d'hybridation stringentes, pendant te temps necessaire a la realisation de cette 
hybridation, le lavage de I'hybride forme, avec une solution assurance la conservation de ces conditions 
stringentes, et la detection de I'hybride forme. 

38 - Procede de production d'un retrovirus HIV-2, caracterise par la culture dans des lymphocytes T4 55 
humains ou dans des lignees cellulalres permanentes deriv6es de lymphocytes T4 et portant le 
phenotype T4, ces lymphocytes ou ces lignees ayant prealablarnent ete fnfectes avec un isolat de vims 
HIV-2, et notamment lorsque le niveau d'activite de la transcriptase inverse (ou reverse-tran scrip tase) a 
atteint un seuil d6termlne, par la recuperation et la purification de quantttes de virus Uberees dans le milieu 

de culture de ces lymphocytes ou lignees, notamment par centrifugation differentleile dans un gradient de 60 
sucrose ou de metrizamide. 

39 - Procede pour la production d'antigenes specrftques de HIV-2, retrovirus caracterise par la lyse, 
notamment a I'aide de detergents, tels que le SDS (par exempte SOS a 0,1 <Vt> dans un tampon RIPA) et la 
recuperation du lysat contenant iesdits antlgenes. 

40 - Procedd de fabrication de I'une des proteines sus-definies (p12. p16 ou p26) ou d'une proteine 65 
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ayant la structure do gp140, ou do parties determinees da ces proteines, ce procede etant caracterise par 
i'insertion de la sequence d'aclde nucleique correspondante dans un vecteur susceptible de transformer 
un note cellulalre choisl et de permettre I' expression d'un Inserat contenu dans ce vecteur, par la 
transformation de cat hdte cholsl par I edit vecteur contenant tadite sequence nucleique, par la culture de 
rhdte ceilutalre transforme et par ta recuperation et la purification de la proteins exprimee. 

41 - Procede de production d'une sonde d'hybridation pour ia detection d'un ARN de retrovirus HIV-2, 
caracterise part'insertion d'une sequence d'ADN, notamment selon Tune quelconque des revendications 
27 a 35 dans un vecteur de cionage par recombinaison in vitro , par le clonage du vecteur modrfie obtenu 
dans un hdte ceilulaire competent et par la recuperation des ADN-recombinants obtenus. 
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